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PREFATA

Aceastd monografie, bazatd pe teza de doctorat in stiinte chimice a Nataliei
Bolocan, scrisa sub indrumarea Acad. Prof. Gheorghe Duca si consolidatd prin
publicatiile stiintifice recente, se prezintd ca un studiu amplu si meticulos in
domeniul chimiei fizice si computationale. Lucrarea 1si propune sa exploreze
complexitatea si aplicabilitatea acidului dihidroxifumaric (DHF) si a derivatilor
sdi, cu un accent particular pe caracteristicile lor chimice si cuantice.

Structura capitolelor este conceputa pentru a oferi o intelegere profunda si variata
a subiectului. Incepind cu o introducere generali asupra acidului
dihidroxifumaric, lucrarea avanseaza spre explorarea transformarilor chimice si a
importantei acestuia in organismele vii si procesele tehnologice. Studiul combina
aspecte teoretice si experimentale, Tncepadnd cu formarea radicalilor liberi in
organismele vii si alimente, pand la utilizarea DHF in procesele oenologice si
pentru inhibitia formarii de N-nitrozamine cancerigene.

Un segment important al lucrarii este dedicat analizei experimentale si teoretice a
activitatii antioxidante a DHF si a derivatilor sdi, evidentiind importanta studiilor
cinetice si computationale in acest context. Metodele experimentale utilizate,
calculele cuanto-chimice efectuate, si analiza comparativd a indicilor de
reactivitate ilustreazd adancimea si rigurozitatea cercetarii.

De asemenea, monografia contribuie semnificativ Tn contextul pandemiei de
COVID-19, examinand potentialul inhibitor al compusilor studiati asupra
virusului SARS-CoV-2, oferind astfel o perspectivd actuala si relevantd in
domeniile biochimic si medical.

Prin complexitatea si relevanta tematicii abordate, lucrarea Dr. Natalia Bolocan si
a Prof. Gheorghe Duca se impune ca un resurs important pentru cercetatori,
studenti si profesionisti in domeniile chimiei fizice, cuantice si biochimice,
contribuind in mod semnificativ la avansarea cunostintelor in aceste domenii.
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PREFACE

This monograph, based on Natalia Bolocan's doctoral thesis in chemical sciences,
under the guidance of Acad. Prof. Gheorghe Duca and strengthened by recent
scientific publications, presents itself as an extensive and meticulous study in the
field of physical and computational chemistry. The paper aims to explore the
complexity and applicability of dihydroxyfumaric acid (DHF) and its derivatives,
with a particular focus on their chemical and quantum characteristics.

The structure of the chapters is designed to provide a deep and varied
understanding of the subject. Beginning with a general introduction to
dihydroxyfumaric acid, the paper moves on to explore chemical transformations
and its importance in living organisms and technological processes. The study
combines theoretical and experimental aspects, covering the formation of free
radicals in living organisms and food, and going further towards its use in
oenological processes and in the inhibition of the formation of carcenogenic N-
nitrosamines.

An important segment of the paper is dedicated to the experimental and
theoretical analysis of the antioxidant activity of DHF and its derivatives,
highlighting the importance of kinetic and computational studies in this context.
The experimental methods used, the quantum-chemical calculations performed,
and the comparative analysis of the reactivity indices illustrate the depth and
rigor of the research.

Also, the monograph contributes significantly in the context of the COVID-19
pandemic, examining the inhibitory potential of the studied compounds on the
SARS-CoV-2 virus, thus providing a current and relevant perspective in the
biochemical and medical fields.

Through the complexity and relevance of the topic addressed, the work of Dr.
Natalia Bolocan and Prof. Gheorghe Duca is established as a vital resource for
researchers, students and professionals in the fields of physical, quantum and
biochemical chemistry, contributing significantly to the advancement of
knowledge in these fields.
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INTRODUCERE

Cercetarile de fatd sunt axate pe completarea si aprofundarea studiilor
legate de acidul dihidroxifumaric, de procesele de sinteza a derivatilor sai cu
caracteristici antioxidante, de cinetca interactiunii a DFHy si derivatilor sai cu
unii radicali liberi, de utilizarea metodelor computationale pentru intelegerea
datelor empirice obtinute, pentru prezicerea proprietatilor farmaco-cinetice,
toxicitatii si biodisponidibilitdtii substantelor cercetate, precum si pentru
modelarea computationala a interactiunilor cu proteaza principala a virusului
SARS-CoV-2.

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

Radicalii liberi sunt specii care posedd unul sau mai multi electroni
necuplati pe orbitalii exteriori, fapt ce le conferd reactivitate inaltd la
interactiunea cu alte molecule din necesitatea de a cupla electronii si a forma un
compus mai stabil.

Organismele aerobe s-au adaptat pentru utilizarea cu succes atat a
oxigenul molecular, cat si a produselor de reducere ale acestuia si astfel radicalii
liberi au un rol esential in mai multe procese biologice normale in vivo. Exemplu
tipic Tl constituie enzimele, a céror activitate cataliticd implica radicalii liberi:
radicalii superoxid precum si alte specii reactive de oxigen sunt produsele
activitatii oxidazelor, cum ar fi xantinoxidaza, NADPH oxidaza etc., si sunt
generate de un numar larg de celule pentru a efectua functii importante in
organism. De exemplu, celulele fagocite, care fac parte din sistemul imun al
organismului, posedd o activitate antimicrobiana gratie NADPH oxidazei. in
momentul in care intilnesc particule striine, celulele fagocite se activeaza, sufera
o explozie respiratorie, si inconjoara bacteria sau particula strdina, nimicind-0.
Totusi, In cantitati mari, aceste specii devin periculoase.

Interactiunea acestor specii cu membranele lipidelor, acizii nucleici,
proteine si enzime sau alte molecule mici, duce inevitabil la leziuni celulare.
Leziunile cauzate celulelor de catre radicalii liberi sunt considerate a fi unul
dintre cei mai importanti factori care duc la imbatranire si boli degenerative, cum
ar fi cancerul, bolile cardiovasculare, cataracta, bolile ficatului, inflamatii,
insuficienta renald s.a.

Pe de alta parte, anume speciilor reactive de oxigen li se datoreaza si
deteriorarea oxidativa a alimentelor, care implicd oxidarea atat in faza apoasa (de
exemplu, proteine), cat si in faza lipidica (de exemplu, lipide polinesaturate). in
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acest caz, mai Intai are loc formarea radicalilor liberi, care este deseori asociata
cu faza apoasa.

Antioxidantii au capacitatea de a stabiliza sau dezactiva radicalii liberi,
fiind prezenti 1n cantitati mult mai mici fata de substrat. Pentru organismele vii,
acest proces inseamna prelungirea vietii celulei, iar pentru alimente - garantarea
calitatii adecvate si prelungirea termenului de pastrare.

S-a observat incd in anii ‘80 ai secolului trecut de cétre echipa Acad.
Duca, faptul cd DFH4 participa in procesele oxidative ale vinului si restabileste
formele oxidate ale polifenolilor, mbunatitind calitatea vinurilor. Gratie
caracterului sau antioxidant, DFH, 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, in industria alimentara
pentru stoparea deteriorarii oxidative a alimentelor si prevenirea formarii N-
nitrozaminelor (substante puternic cancerigene), in procesul de fabricare a
tigdrilor. 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 DFHy sunt cateva, si acestea deriva din structura
acidului: acelasi fragment enediolic care este responsabil pentru activitatea
antioxidantd avansata, poate tautomeriza in forma cetonica care decarboxileaza
foarte usor. In general, fragmentul enediolic este destul de labil, si DFH, se
distruge foarte usor in solutie, prin autocondensare sau oxidare, n special in
prezenta metalelor de tranzitie. In acest context, sinteza derivatilor DFH, prezinta
un interes practic deosebit, scopul principal fiind obtinerea compusilor stabili
prin Tnlocuirea fragmentelor carboxilice.

In ultimii ani, un accent deosebit se pune pe dezvoltarea durabila si
asigurarea sandtatii populatiei, inclusiv prin siguranta medicamentelor si a
alimentelor, astfel ca obtinerea  substantelor noi cu  caracter
antioxidant/antiradicalic pe baza compusilor naturali este o directic de mare
interes si potential aplicativ.

Lucrarea de fata prezintd o ampla cercetare a activitatii antiradicalice a
acidului dihidroxifumaric si a derivatilor noi ai acestuia, prin metode
experimentale si computationale. Cercetarea a servit drept baza 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 producatorii aditivilor alimentari. Metodele cuanto-chimice
utilizate in premiera in cadrul Laboratorului de Chimie Fizica si Cuantica vor
contribui la fundamentarea cunostintelor studentilor/masteranzilor/doctoranzilor

10
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cu privire la metodele teoretice disponibile pentru cercetarea si prognozarea
reactivitatii substantelor chimice de interes. A fost elaboratad 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.

In Capitolul 1 se discutdi structura si transformarile acidului
dihidroxifumaric, sunt prezentate abordarile teoretice si practice generale ce tin
de metodele de studiu a izomeriei cis-/trans-, rolul DFH4n sistemele biologice,
importanta in cadrul postulatelor chimiei prebiotice, precum si rezultatele
aplicative obtinute cu utilizarea DFHa.

Tn Capitolul 2 este expusi metodologia de cercetare pentru realizarea
scopului si obiectivelor propuse, dupa cum urmeaza: descrierea echipamentului si
a reactivilor, a metodelor de determinare a activitatii antioxidante cu utilizarea
radicalilor DPPH" si ABTS'™; prezentarea tehnicilor de sintezd utilizate pentru
obtinerea celor zece derivati ai DFHy, si a metodelor computationale utilizate
pentru efectuarea calculelor cuanto-chimice, a modeldrii proprietatilor ADMET
si a andocérii moleculare.

Capitolul 3 descrie obtinerea si caracterizarea derivatilor sintetizati din
DFH,, determinarea experimentald a activititii antioxidante a DFHs si a
derivatilor sdi 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 vitezd, stoichiometria
reactiilor, ordine de reactie.

Tn 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 DFH,4 in vacuo si in solvent (apd), determinarea indicilor de
reactivitate globala si locala pentru compusii studiati prin metoda functiilor
Fukui, Parr si a indicelui diferentei de reactivitate locald, 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 andocarii moleculare.

Monografia a fost realizata in cadrul proiectului stiintific 20.80009.5007.27
“Mecanisme fizico-chimice a proceselor redox cu transfer de electroni implicate
in sistemele vitale, tehnologice si de mediu”.

11
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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 fatd de
special in ceea ce priveste rolul radicalilor liberi. Studiile ce tin de biologia si
medicina radicalilor liberi se extind rapid, deoarece acesti compusi au un rol
important pentru sdndtatea umand si, prin urmare, pentru calitatea vietii [1].
Oxigenul este esential pentru viata organismelor acrobe, insd poate deveni toxic
in concentratii prea mari. Desi oxigenul molecular in stare fundamentala este un
gaz inert, reducerea partiala a acestuia duce la formarea speciilor reactive de
oxigen (SRO), iar acumularea daunelor cauzate de SRO sta la baza uneia dintre
cele mai larg acceptate teorii a imbatranirii [2,3,4].

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

Studii recente au demonstrat cad radicalii liberi indeplinesc multiple
functii biologice importante, de exemplu SRO si speciile reactive de azot
opereaza impreuna cu speciile reactive de halogeni, ca parte a raspunsului imun
celular la infectia cu microorganisme [7,8], si chiar poseda functii de semnalizare,
activand cai biochimice specifice in interiorul celulei [8,9]. Pentru o buna
functionare fiziologica este necesar un echilibru intre radicalii liberi si sistemele
de dezactivare a lor. Daca 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 renald 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 ROS actioneaza asupra ADN-ului, guanina
este transformatd in 8-oxoguanind, permitdndu-i si se cupleze cu citozina si
adenina. Aceastd mutatie poate aparea atdt in ADN-ul nuclear, cat si in cel
mitocondrial si poate da nastere la rupturi duble ale catenei in ADN, ducand la

12



NATALIA BOLOCAN, GHEORGHE DUCA

instabilitate genomica [4,13]. Deteriorarea proteinelor are loc prin oxidarea de
catre SRO a lanturilor laterale si a lantului principal de aminoacizi, in special in
reziduurile de cisteind si metionind care contin tiol; acest lucru poate modifica
structural proteina si poate duce la pierderea functiei sau la utilizarea proteinei
pentru semnalizarea mediatd de SRO [14]. Tn cazul lipidelor, expunerea acestora
la SRO are ca rezultat peroxidarea lipidelor, ce cauzeaza deteriorarea membranei
celulare si genereazd produse secundare reactive care pot deteriora si mai mult
celula [15].

O alta directie semnificativ influentatd de formarea radicalilor liberi, la
fel de importantd 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, care are ca rezultat
rancezirea, este 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 in cadrul diferitor etape tehnologice
(prelucrare, ambalare si depozitare).

O metoda pe larg utilizata pentru prevenirea oxidarii este imbogatirea
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 utilizeazd in mare
parte aditivi sintetici, care Insa sunt priviti cu precautie sau chiar negativ de catre
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].
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in acest context, trebuie subliniatd importanta cercetirilor referitor la
obtinerea derivatilor cu caracteristici antioxidante/antiradicalice pe baza de
DFH,, largind astfel baza compusilor cu 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 traditional acidul (2E)-2,3—
dihidroxibut-2—enedioic conform IUPAC [22], este un dihidroxiacid
dicarboxilic, care se obtine din acid tartric prin dehidrogenare lentd sau procese
de oxidare. Pentru prima datd, DFHaa 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].

DFHy4 poseda izomerie cis- si trans-. Trans-izomerul poartd numele de
acid dihidroxifumaric, iar cis-izomerul se numeste acid dihidroximaleic. La
sfirsitul secolului XIX, Fenton a propus ideea ca DFHy exista preponderent sub
forma de cis-izomer, prin urmare, in toate lucrarile stiintifice publicate inainte de
anii 1950, acidul este mentionat ca dihidroximaleic. La inceputul secolului XX a
fost demonstrat [25] ca formele cis- si trans- sunt identice chimic, iar Tn 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, DFH, existd in doua
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 O
1
Fig. 1.1. Reprezentarea schematica a tautomeriei DFHa4

Literatura de specialitate mentioneazd cateva dezavantaje in lucrul
experimental cu utilizarea DFH,, 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 redusd a acidului si a sarurilor sale de
Na*, K*, si NH4" in apa [31,32,33].
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Oy~ COH HO COzH Ox_~ COH OH
(@)
Ho,c” N HO,C OH HO,C oH 2C0; S\
Acid dioxosuccinic Acid dihidroxifumaric (forma cetonica) Glicolaldehida

Fig. 1.2. Prezentarea schematicd a principalelor cdi de degradare a DFH4 Tn
solutie

Proprietatile fizice si chimice ale DFHs variaza semnificativ in
dependentd de specia cercetatd: acid dicarboxilic, bazd conjugatd a acidului
dicarboxilic, sau diester, si literatura de specialitate mentioneaza ca aceste specii
poseda (a) comportament nucleofilic sau electrofilic; si/sau (b) caracter oxidant
sau reducator (Figura 1.2). DFHs poseda caracter nucleofilic foarte putin
pronuntat, In timp ce ionizarea gruparilor carboxilice in mediu bazic duce la
deprotonarea acidului si formarea ionului dicarboxilic (DFHy) cu caracter
nucleofilic foarte pronuntat [34,35], in timp ce formele esterificate demonstreaza
reactivitate electrofila [35,36,37].

OH OH OH
AlcO,C —_~ > © S
X \')\ COLAlc HO,C \’)\ CoH 0,C \‘)\ con
OH OH OH

Esterul acidului DFH, DFH, DFH, dicarboxilat
OR OH OR COH
(e} )
= =
Nuc OH OR OH / OR
E*
comportament comportament
electrofilic nucleofilic
a)
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0 0]
RO,
0X O—R
———
OH Oxidare o 0o
R—OH P OH o
7 o-R  red R—OH
© OH — O-R
Reducere o)
OH
b)

Fig. 1.3. Reprezentarea schematici a electrofilicitatii si nucleofilicititii DFHa (@)
si a caracterului oxidant/reducator (b) [38]

Stabilitatea speciilor mentionate anterior este, de asemenea, diferitd. La
temperatura camerei, DFH,4 dispare Tntr-un timp destul de scurt (pana la o ora),
suferind transformari oxidative, de auto-condensare si decarboxilare, in timp ce
forma esterificatd ramane stabila timp de mai multe saptamani, fard a suferi
procese de degradare sau auto-condensare [33,38]. DFH. este mult mai solubil Tn
solventi organici, in comparatie cu esterul sau dimetilic, care se solubilizeaza fara
reflux la temperatura camerei doar fTn diclorometan fintr-o concentratie
nesemnificativd (< 0.05 M) [38]. lonul dicarboxilic este foarte rapid oxidat de
cétre oxigenul atmosferic, iar auto-condensarea are loc in doar cateva ore [35].

Avand n vedere structura acidului dihidroxifumaric 1, atacul reagentilor
asupra moleculei sale este Tndreptat in general asupra gruparilor carboxil sau
hidroxil. Transformarea ulterioara 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 DFH, si
izomerizarea trans- izomerului 1 in izomerul cis- 8 a starnit interesul autorilor
[26] care au explorat configuratia esterilor respectivi (Figura 1.4).

Amestecul de esteri etilici 2, 4, 6 a fost sintetizat prin mentinerea
prelungita a acidului 1 Tn etanol/HCI. O abordare analogica a fost utilizatd pentru
omologii 3, 5 si 7. Cu toate acestea, a fost izolat numai esterul dimetilic 3.
Alternativ, substanta 3 a fost sintetizata prin metilare cu diazometan [26].
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HO CO,H
HO,C OH
< 1 .
v/ ﬂ \o
HO CO,R A-C o) H AC HO OH
— OH —
RO,C OH RO,C CO;R 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. Transformarile chimice ale DFH4 conform [16]

Rezultatele obtinute prin compararea constantelor de disociere si a
proprietatilor chimiotactice ale acidului 1 cu cele ale compusilor cu structura
inrudita confirma structura trans- in solutie apoasa. Formarea culorii gri-maro cu
FeCls (violet la alcalinizarea mediului) este in contrast cu culoarea verde
obisnuitd pentru gruparile OH in configuratie cis- [26].

Faptul ca etilarea si metilarea efectuate in conditii foarte asemanatoare
cu alcooli/HCI duc la formarea produselor cu structuri diferite (Schema 4) se
datoreaza probabil valorilor diferite ale solubilitatilor esterilor etilici si metilici
respectivi in amestecurile de reactie mentionate. Astfel, dupa 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 CHzN>). Conversia partiala
a compusului 2 in 6 are loc in conditii acide de esterificare si faptul ca esterul
metilic nu este insotit de alti izomeri dupa metilare in conditii similare,
demonstreaza structura trans- a produsul initial 1 [26,28].
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Interesul pentru mecanismul de oxidare si izomerizare a Cis- si trans-
enediolilor a determinat autorii [39] sa incerce prepararea derivatilor 8-13
plecand de la acidul 1 (Figura 1.5).

o}
MeO,C OH MeOH/HCI  HO,C OH MeO,C H co,Me
‘ sau CH,N, ‘ cetena o) + ‘
HO CO,Me HO CO,H MeO,C - HO,C CO;Me
Cq, 9 (82%) 10 (randamentul
Q\\<2A Yeng nu se indica)
QO
32
2y
MEOZCIOCOCEH5 Meoch OCOCgHs MeO,C OCOMe MeO ‘ CO,Me
) ) X
CO,M
MeO,C OCOCgHs  CgHsOCO CO,Me MeOCO CO,Me MeO,C ,Me
11 (randamentul 12 (nu a fost obtinut) 13 (randamentul 10 (randamentul
nu se indic&) nu se indica) nu se indica)

Fig. 1.5. Transformarile chimice ale DFH4 conform [40]

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

MeO,C OH  MesSiCl HO,C OH

1 R2
| MeOH, 20°C | AsauB R OICOZ
Dbl ko4
66%
HO CO,Me HO COH R20,C OR3
3 1 14 (R'=H, R>=R%=SiMe;, 92%)

15 (R!=R?=R3=SiMe;, 95%)
A: MejSi-acac, 70°C; B: C3HsSiMe;, CF3SO3SiMe;, MeCN, 20°C
Fig. 1.6. Transformarile chimice ale DFH4 conform [41]
Actiunea diferitor agenti de sililare asupra acidului 1 a fost, de asemenea,

cercetatd [40]. Sub actiunea eterilor enolici ai trimetilsilil 2,4-pentandionei
(MesSi-acac), acidul 1 a fost transformat ih mono-acidul 14. Produsul 15 a fost
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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 DFH, n mediul apos, n reactii de formare a legaturilor carbon-
carbon stereoselective, astfel DFH, ar putea deveni un bloc important pentru
utilizare in sinteza organica.

dihidroxifumarat

ca electrofil I ca nucleofil
>—< - f\ OH
HO H o

"a-carboxiglicolaldehida" ﬂ "a-hidroxiacetil"

“0,C

OH

"0,C
2 = OH
OH O
Fig. 1.7. Reactivitatea latenta a DFH, ca nucleofil (echivalentul umpolung al o-
acetil anionului) si ca electrofil (a-carboxiglicolaldehidd) in apa [35]

Cercetari anterioare au aratat ca atunci cind DFH. a actioneaza ca
nucleofil, este echivalentul umpolung al o-hidroxiacetil anionului, iar n
conditiile in care actioneazi 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 DFH, ar putea
usura semnificativ unele procedee de sinteza organica. [35,42]. Pe langa aplicatii
la sinteza de molecule mici, autorii [42] atestd posibilitatea implementérii lor in
sinteza totald. De exemplu, scheletul dimerului liniar al DFH4 se regéseste in
produse naturale complexe, cum ar fi acizii zaragozici (squalestatine) [43,44].
Acesti acizi sunt inhibitori puternici ai squalen sintetazei, enzima care catalizeaza
prima etapd 1n 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 sd potenteze efectele
antitumorale ale imunoterapiei active si adoptive prin prelungirea supravietuirii
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globale a soarecilor purtdtori de tumori, evidentiind potentialul antitumoral al
acestor compusi [46].

Se cuvine de a mentiona aici ca transformarile acidului dihidroxifumaric
prezinta interes nu doar in experiente de laborator, dar si in sisteme naturale.

1.3. Acidul dihidroxifumaric Tn contextul chimiei biotice si prebiotice
1.3.1. Acidul dihidroxifumaric Tn sistemele biologice

in mod similar cu alti hidroxiacizi, precum acizii malic, lactic, glicolic,
citric, tartric,c DFH4 are un rol important in natura vie, fiind un cunoscut
intermediar Tn ciclurile acizilor di- si tricarboxilici. Primele dovezi ale
importantei sale biologice au aparut in 1915 atunci cand Neuberg [41] a observat
cd DFHy este fermentat de drojdie. in 1938 Banga si co-autorii [47,48] au extras
din plante o enzima, numita de catre ei oxidaza acidului dihidroxifumaric,
produsul de oxidare a cireia s-a dovedit a fi, mai tarziu, acidul dicetosuccinic. Tn
1940 Theorell a descoperit o enzima in unele plante, care a oxidat acidul
dihidroxifumaric cu o puternicd 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 si peroxidazei sunt compusi
coordinativi ai cuprului si fierului [50]. Conform celor mentionate anterior,
aceste enzime catalizeaza transformarea DFH, Tn acid dicetosuccinic 16 (Figura
1.8).

Prin urmare, s-a sugerat [50] ca in sistemul oxigen + DFHy-oxidaza,
rolul DFH, este similar cu cel al acidului ascorbic 17 in sistemul ascorbat-
oxidaza, care duce la formarea a-dicetonei 18 (Figura 1.9).

CO,H
HO COH  1)2 O, + DFH, oxidaza R ?

HO,C OH HO,C @]
1 16

Fig. 1.8. Transformarea DFH, in acid dicetosuccinic sub actiunea DFH4-0zidazei

Se poate observa din aceste scheme cd DFH, 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 demonstratd mai tarziu si fatd de
alti compusi, cum sunt: glutationul, hidro- si naftochinona, fluoroglicina si altele
[50]. O conditie necesard 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 18
Fig. 1.9. Transformarea acidului ascorbic sub actiunea L-ascorbat ozidazei

Rolul DFH4 in metabolismul animalelor a fost evidentiat pentru prima
data 1n 1934, cand s-a constatat cresterea continutului de glicogen in muschi dupa
incubare cu DFH4 [52]. Mai tarziu, a fost descoperitd o secventd de reactii
enzimatice care s-au dovedit a fi o cale de gliconeogenezd bazatd pe
probabilitatea ridicatd de formare a unei pentoze (sau a unei fosfat pentoze) la
aditia DFHa si gliceraldehidelor (sau fructoza-l,6-difosfat si aldolaza ca o sursa de
gliceraldehid-3-fosfat), in extractul de muschi de iepure. Secventa de reactii care
duce de la DFH4 la 3-cetopentoza 19 este prezentata in Figura 1.10 [53].

co,
CO, HO
CO,H
CO,H HO c% ? HQ HO.__CH,OH
HO €O, 2 )—CH,0H
) ( _CH,OH  OHC o
HO,C  OH o OHC™ ™ 2 _— OH
1 CH,OH
N—co,H 2
HO,C 19

co,

Fig. 1.10. Transformarile DFH4 care duc la formarea 3-cetopentozei
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Fig. 1.11. Interrelatia ciclurilor metabolice [50]
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(4) - ciclul acizilor tricarbonici (Krebs), (B) — ciclul glioxalic, (C) — ciclul acizilor
dicarbonici (Baroud). | — acidul citric, Il — acidul cis-acinitic, 11 — acidul iso-citric, 1V -
acidul oxalo-succinic, V — acidul a-cetoglutaric, VI — succinoxoenzima 4, VIl — acidul
succinic, VIII — acidul fumaric, 1X — 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 oxalica; 13 — acidul glicolic, 14 — acidul
glioxalic, 15 — acidul oxalic

Este binecunoscut faptul ca acizii organici di - si tricarboxilic joaca un
rol important in metabolismul plantelor si animalelor. Produse ale transformarii
carbohidratilor, acestia participda la biosinteza alcaloizilor, glicozidelor,
aminoacizilor si altor compusi biologic activi.

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 ca 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 in acetil-CoA, fie in compusi intermediari ai ciclurilor
mentionate anterior [4,50]. Acidul dihidroxifumaric se formeaza din acid tartric
prin dehidrogenare, in prezenta nicotinamidd adenin dinucliotidei (NAD), a
dehidrogenazei acidului tartric, si a fierului bivalent.

1.3.2. Participarea DFH4 In formarea supramoleculelor in perioada prebiotica

Cercetarile privind originea vietii pe Paméant efectuate in cardul chimiei
prebiotice din ultimii decenii, sustin ideea asa-numitului ,,scenariului glioxalic”
postulat de Eschenmoser [36,54,55], conform caruia 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 clasica
pornind de la aldehida formica [56], ci si prin reactiile ,,aqua-oligomerilor ai
monoxidului de carbon precum sunt glioxalul si acidul dihidroxifumaric” (Figura
1.12) [42].

Astfel, interesul fatad de acidul dihidroxifumaric a sporit semnificativ in
ultimii ani, In incercarea cercetatorilor de a examina mai detaliat aceasta ipoteza.
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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 ca reactiile dintre
DFH, si aldehide ar putea constitui o cale de formare a carbohidratilor [32,57].
De asemenea, s-a examinat auto-condensarea DFH,4 (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 DFH. in solutii apoase, cu formarea aldehidei
glicolice care poate in continuare sid formeze aldoze cu lant carbonic superior
[59].

Compusi pinimidinici  Alanini
Acid piruvie Acid aspartic
Acid oxaloactic
Aldehida glicolica
T
HHOO_zg_gaéHH ?OZH H02|C ?OzH \._':.] \'.II|Il'\.-L'-._|\'-:..II|.II'.,'
HOLC c': OH » G-OH - HO*?*CHOH ™™ Acid cetoglutaric
ly GOH = 0=¢ Acid glutamic
C-CHOH COH HOLC
0" Co l
HOQIC QOZH HOQ(F Cl:OQH HO;L::
HO—(;.—CHOH HO—(IE—CHOH H(I:—OH
0=C - 0=C . 0=C Trioze
HO—(:.‘,—LI.“HOH - HC:‘,—OH ™ Hf:J'OH T Acid aspartic
HO,C CO.H HO,C HO,C Alanina
1
]) ntoze p— '
entoze Tetroze Acid glutamic
Pl_'u]m_a . Treonind Acid aminolevulinic
Citrulina Metionini Histiding

Fig. 1.12. Reprezentarea schematica a scenariului glioxalic: biomoleculele ce se
pot forma din constituentii ciclului acidului dihidroxifumaric [36]

Tn urma sintezelor efectuate, autorii [54] au propus (Figura 1.14) o
relatie ipoteticd 1intre acizii carboxilici identificati de ei, tindnd cont de
propunerea ,scenariului glioxalic” ca punct de plecare. Principalele reactii
propuse pentru interconexiunile dintre diferitii acizi carboxilici sunt carboxilarea
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reductiva, carboxilarea, reducerea gruparii carbonil, reducerea alchenelor,
deshidratarea, hidratarea, decarboxilarea oxidativa si oxidarea radicalica.

OH [S]
6,0 o © 0,6 OHOH O OH
Y o, 0L 568, Ho Ao
= E
T I O HO €0, -3C0;, OH
g . OH .
L. o, e
tanutomerizare \K‘H\COZ
ceto-enolica o}

Fig. 1.13. Procesul 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].

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

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

Astfel, gratie interesului fatd de scenariul glioxalic, au fost initiate un sir
de cercetari experimentale pentru a confirma céile de reactie propuse intre DFH4
si acidul glioxalic, cautandu-se in special similitudini cu mecanismele biologice
bine cunoscute.
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Fig. 1.14. Reprezentarea schematica a relatiei ipotetice intre acizii carboxilici
identificati de autorii [55], tindnd cont de scenariul glioxalic propus Tn [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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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 ulterioard a 2,3-dihidroxi-oxalosucinatului. in acelasi timp,
reactia dintre cei doi acizi a fost investigatd la pH 13-14 [59] si a fost
demonstratd formarea mezo-tartratului si a D,L-tartratului in cantitati mari, iarasi
prin intermediul 2,3-dihidroxi-oxalosucinatului. Mecanismele propuse sunt
redate Tn Figural.13. Pentru comparatie, au fost de asemenea studiate reactiile
dintre DFH, si aldehida formica la pH 7-8 [42] iar mai tarziu si la pH 13-14 [59],
care au aratat aceiasi diferentd mecanisticd in formarea produsilor de reactie in
dependenta de pH-ul mediului de reactie.

OH

pH 13-14 :
0_Hg 0L Ay pH 14
0 OH i
o oxalat tartrat
0 L
(8]
O _ OH
OH O " OH
Or“v’Lo' glioxalat 0. [/Ll' cos — pH 11
fe) OH o] COy” |
dihidroxifumarat 2, 3-dihidroxi-oxalosuccinat
OH OH OH OH
L 0L A~
T 1
pH 7.8 o OH O — PH7

dihidroxiacetond  acid pentulosonic

Fig. 1.15. Reprezentarea schematica a divergentei datorate pH-ului pentru reactia
dintre dihidroxifumarat si glioxalat [60]

Astfel, In cazul reactiei dintre DFH4 cu acidul glioxalic si cu aldehida
formicd, s-a ardtat in lucrarile citate anterior ca 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, 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].
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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 Th Figurile 1.15 si 1.16 au
anumite similitudini cu reactiile ciclurilor metabolice din organismele vii [60].
Astfel, 2,3-dihidroxi-oxalosuccinatul din Figural.1l5 poate fi comparat cu
oxalosuccinatul din ciclul acidului citric, care sub actiunea enzimelor este
transformat prin doud mecanisme diferite: decarboxilare enzimatica cu formarea
glutaratului si descompunere enzimaticd cu formarea oxalatului si a succinatului
[63,64]. In mod analogic, in reactia dintre DFH, si aldehida formica,
descompunerea compusului intermediar la pH 13-14 cu formarea gliceratului,
posedd similitudini cu formarea a doua molecule de 3-fosfoglicerat din 1,5-
bisfosoribulozd in mecanismul fosfogluconic (mecanism biochimic care
genereazd NADPH, pentoze si riboza-5-fosfat, precursor in sinteza nucleotidelor)
[60,65]. Totusi trebuie mentionat faptul ca atit decarboxilarea enzimatica cat si
fragmentarea enzimaticd au loc in procesele metabolice la pH neutru, ceea ce
pare a fi posibil datorita mecanismelor enzimatice complexe care implica atat
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].
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1.4. Participarea acidul dihidroxifumaric in procesele oenologice

Pe langd importanta acidului dihidroxifumaric in metabolismul
organismelor vii si interesul din perspectiva chimiei prebiotice, trebuie
mentionata i importanta acestui acid 1n 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].

DFH,are o importantd semnificativa atat in oenologie cat si in industria
alimentara. Este bine cunoscut faptul cd acizii organici contribuie la formarea
aciditdtii in vinuri - una dintre cele mai importante caracteristici ale vinurilor
[67]. DFH4 poate aparea in cantititi de 1 mg/L ca urmare a oxidarii acidului
tartric, si in pofida confinutului 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 Tn timpul prelucrarii si maturdrii, si timp de un an
vinul absoarbe nu mai mult de 3-5 mg/L de oxigen, atunci acidul tartric este
oxidat la DFH4 determinind 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, DFHs4 se
descompune usor in conditii aerobe, si din acest motiv determinarea DFH4 Tn
vinuri este destul de dificila.

La prelucrarea strugurilor au loc o serie de procese redox complexe, care
predetermind calitatea produsului finit. Pentru a influenta aceste procese, in
industrie se utilizeazd diversi conservanti care au proprietati antioxidante si
antiseptice [69,70,71]. Pentru a mari stabilitatea vinurilor si a imbunatati
proprietatile igienice ale acestora, autorii [72] au efectuat o serie de experiente
folosind DFH4 in calitate de conservant al materialului de struguri din soiul
»Aligote”. Cei mai importanti polifenoli ai acestui soi sunt catehinele: (-)
catehind, (-) epicatechind, (+) catehind, (-) epigalocatehind, (+)-galocatehind,
epicatehingalat etc. [73]. Acidul dihidroxifumaric are proprietati reducitoare mai
puternice decét catehina [72], din acest motiv DFH,4 in bauturile din struguri se
consuma in urma interactiunii cu formele oxidate ale polifenolilor, fiind oxidat
pana la acid dicetosuccinic [74] cu decarboxilarea ulterioard 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 DFH. poseda calitati gustative superioare
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in comparatie cu vinul produs folosind tehnologia conventionald, precum si
stabilitate sporité [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 Tn loc de SO,, in calitate de
conservant. Rezultatele au demonstrat ca indicatorii organoleptici ai materialelor
vitivinicole dupa 12 luni de depozitare in sticle dupa indepartarea acestora din
drojdia ce continea DFHa, in cantitate de 110-130 mg/L (doza optima de DFHy)
sunt comparabili celor produse cu utilizarea SO,, avand calitati gustative
superioare si stabilitate sporitd [76]. Conform rezultatelor obtinute, continutul
componentilor care determina calitatea produsului depinde atat de cantitatea de
DFH., cét si de durata de depozitare. Cele mai mici pierderi de alcool pentru
procesele oxidative au fost observate la adaugarea de DFH, Tn cantitate de 110-
130 mg/L [72].

HO Acid dihidroxifumaric

H,0, Fe(ll) = -
HO,C —COH
-H,0 . Radical
H OH hidroxiperoxil
=< > Fe(lll) i
HO= HO,
H. OH
H0 HO,C
{ “coH
HO
02
H. OH
H02c>2<
COH
HO H
Acidul tartric

Fig. 1.17. Reprezentarea schematica a obtinerii DFH, 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
naturd fenolicd, si anume viteza de modificare a continutului formelor
monomerice i a cantitdtii totale de substante fenolice, precum si gradul de
polimerizare a substantelor fenolice [76]. Pentru materialul vinicol cu adaos de
DFH;4 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
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substante fenolice a fost de 4-5 ori mai mica; gradul de polimerizare a compusilor
fenolici a fost, de asemenea mai mic, de 1.2-1.6 ori. Astfel, utilizarea DFH4 n
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 marita 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 cdtre peroxidul de hidrogen in prezenta
ionilor de fier(I1) nu este unicul mecanism care are loc n vinuri, ci acidul tartaric
poate fi transformat Th DFH, direct de catre radicalii hidroxil (Figura 1.17), care
au fost generati In mediul de reactie prin gama-iradiere. La randul sau, 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 galbui a vinurilor albe, fenomen considerat nefavorabil [77].

1.5. Utilizarea DFHa4 pentru inhibitia procesului de formare a N-
nitrozaminelor n sisteme model, in vitro si in vivo

N-Nitrozaminele, substante puternic cancerigene, sunt derivati alifatici
sau aromatici ai aminelor secundare, care au 0 grupare nitrozo (-NO) atasata
azotului. Acestea se formeazd 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
catre saliva 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 incearca sa limiteze
formarea acestora in produse alimentare prin adaugarea substantelor cu caracter
antioxidant/antiradicalic.

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

Efectul reducerii speciilor de nitrozare este maxim in absenta oxigenului,
deoarece n acest caz are loc formarea si acumularea de NO, care poate fi
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eliminat din mediul de reactie. insa, in prezenta 02, oxidul de azot (II) formeaz
acidul azotos si aceasta reciclare este favorizatd de consumarea NO cu formarea
agentilor de nitrozare. in acest caz, in sistem este necesard o concentratie mare de
DFH, pentru a preveni procesul de nitrozare [78].

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

Rlooc—clzzclz—coore2 + N0y — R100C—$=C—COOR2 —
OH OH ONO ONO

- R100C—|C|Z=ﬁ—COOR2 + 2NO
O o

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

Fig. 1.18. Reprezentarea schematica a reactiei dintre DFHa, 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 in diferite tipuri de salamuri fierte, semiafumate si
afumate, concentratia reducitorilor variind intre 0.2 — 1.2 g/kg de salam.
Rezultatele experimentale au demonstrat ca pentru DFH3Na are loc o micsorare a
concentratiei de NaNO; de 5 ori, precum si o micsorare a NaNOs de 3 ori [78].

Activitatea inhibitoare a DFH,si 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] cd sarea acidi de sodiu a DFH4
contribuie la micsorarea vitezei de formare a methemoglobinei in reactia de
oxidare a hemoglobinei cu nitriti, influentdnd asupra procesului de ramificare a
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lantului de oxidare a HbO-, si micsorand viteza procesului de autoaccelerare in
mediul reactant.

Cercetarile referitoare la formarea endogend 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 DFH,4 [81,82]. La fel, s-a constatat ca utilizarea DFH4 si acidului tartric
in dieta alimentard diminuiaza continutul de N-nitrozonornicotind, care se
formeaza la nitrozarea nornicotinei cu ioni nitriti in vivo [77].

DFH, 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 inalta activitate diuretica
si hipotensiva [77].

Tn incheiere, acidul dihidroxifumaric este un compus cu un rol biologic
semnificativ in natura vie, un puternic antioxidant cu aplicare practica in procesul
tehnologic de vinificatie si in industria alimentara. DFHy,
hidrogenodihidroxifumaratul de sodiu si esterul dimetilic al acidului
dihidroxifumaric au fost cu succes utilizati in inhibitia formarii N-nitrozaminelor
n sistemele model, in vitro si in vivo.

2. MATERIALE, ECHIPAMENT, METODE SI SINTEZA ORGANICA
2.1. Metode experimentale de determinare a activititii
antioxidante/antiradicalice

Metoda cu utilizarea radicalului 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, datoritd delocalizérii electronului de
rezerva peste molecula ca intreg, moleculele de DPPH’ nu se dimerizeaza, cum se
intdmpla pentru oricare alte substante [83].

35352

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* oferd 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 reflecta 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 utilizata metoda descrisa de W.
Brand-Williams [84,85] cu unele modificiri. La 2 ml de solutie metanolicd (=
70%) de DPPH' cu concentratie cunoscutd au fost adaugati 2 ml de solutie
metanolicd (= 70%) de reducator de diferite concentratii cunoscute. Densitatea
opticd la 520 nm a fost masuratd la 1; 5; 10; 20; 30; si 60 min, cu
spectrofotometrul UV/Vis Lambda 25 (Perkin Elmer), in chiuvete de cuarf cu
latimea de 1 cm. Toate experientele au fost efectuate in triplicat.

Absorbanta

T T T —
300 400 500 600 700 800 800

Lungimea de undi (nm)

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

Metoda cu utilizarea radical cationului ABTS™

Activitatea de scindare a radicalului ABTS™ a compusilor studiati a fost
determinatd utilizdnd procedura raportata in [86] cu unele modificari. Solutia de
ABTS' a fost preparata prin amestecarea a 8 mM acid 2,2’-Azinobis-(3-etilbenz-
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tiazolin-6-sulfonic) (ABTS) cu 3 mM persulfat de potasiu in 25 ml apa distilata,
si a fost mentinutd la temperatura camerei in intuneric timp de 16 ore inainte de
utilizare. Solutia ABTS™* a fost diluatd cu etanol 95%, pentru a obtine o
absorbantd intre 0.8 si 0.9 la 734 nm. O solutie proaspita de ABTS™ a fost
preparata pentru fiecare analiza. 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 determinata la 1 min, 4
min si 6 min. Solutia de etanol (95%) a fost utilizata in calitate de etalon.

Pentru a determina capacitatea scindare a radicalului ABTS™ a
compusilor studiati Th 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 optica 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 Tn 2.1.

HO,S

N

NFe

S

S
N

=N N

:©/503H

|

s SO4H
b o
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Fig. 2.3. Structura moleculara a radicalului ABTS™

Tn testul de decolorare ABTS™, capacitatea antioxidanti este definitd ca
fiind diferenta dintre absorbtia acestui cation radical (A = 734 nm) la timpul t =0
min si la timpul t = 1 min, impartita la absorbtia solutiei initiale. Corectia se
efectueaza utilizdnd solutia etalon. Prin urmare, activitatea antioxidantd totald
(TAA) este determinata conform ecuatiei 1:

TAA=(T0,-T1,) (T0,-T1,
TO,

@

T0,
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unde TO, si T1, sunt absorbantele optice ale solutiei testate 1a 0 si 1 min, iar TOp
si Tl sunt absorbtiile optice ale solutiei etalon la 0 si 1 min. Pentru activitatea
antioxidanta totala, a fost trasat graficul de calibrare pentru Trolox permitind
determinarea capacitatii antioxidante in echivalenti Trolox (TEAC).

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

Metoda stopped-flow (sau stop-flow) este o tehnica importanta utilizata
in studiul reactiilor rapide in solutie, care au loc cu formare de produsi in timpuri
foarte scurte, de la 0.005 secunde pand 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). Tntr-un timp foarte scurt,
celula spectroscopica este umplutd gratie miscérii unui piston, conectat de un
comutator care declangeaza dispozitivul de mésurare a absorbtiei si fluxul este
oprit brusc [88].

——
I

Seringi

Mixer static

Rampa de actionare

Sursa de lumina

| Detector )‘%I |<— *

Celula de
observare Clama de
% declansare
Stop seringa

Fig. 2.4. Principiul de lucru al aparatului stopped-flow
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Celula spectroscopicd are un volum de aproximativ 40 mL cu
dimensiuni de 2 x 2 x 10 mm, avand astfel o bunid sensibilitate pentru
masuratorile de absorbtie cu o lungime de 10 mm. O astfel de celuld are timpul
mort de aproximativ 1-2 ms, ceea ce reprezintd timpul la care poate fi inceputa
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 miscare foarte rapida, insa 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.

Tn progresia reactiei stop-flow (cu flux oprit) pot fi identificate trei faze
(Figura 2.5). Tn primul rand, are loc spilarea solutiei din reactia anterioara; in al
doilea rand, existda o scurta faza de curgere continud pe masura ce noua solutie
trece prin celuld; si in al treilea rand, curgerea este oprita si incepe masurarea
profilului de reactie [87]. Aparatul stop-flow este configurat astfel Tncét
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].

inceputul
fluxului Spalare

!

Solutie
utilizata

!

Solutie
utilizata

Semnal

Reactia

/ Oprirea fluxului

Flux constant
| I
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
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observarea cineticii reactiei. Aparatul utilizat in aceastad lucrare este marca
KinTek Corp. (SUA), modelul SF E-100, timpul de detectie de 0.1 s.

in cadrul experimentelor, seringa I continea solutic de DPPH" si seringa
IT continea solutie de compus cercetat de diferite concentratii. Solventul utilizat
in cadrul experientelor a fost solutia metanol:apa (70:30, v/v). Disparitia
radicalului a fost urmarita prin Inregistrarea absorbtiei la 520 nm, la temperatura
camerei. Cel putin trei determinari independente au fost efectuate pentru fiecare
din concentratiile studiate ale compusilor cercetati, ludndu-se in calcule ulterioare
media matematica a lor.

2.3. 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 disponibilad a citarilor indicd faptul ca ORCA a devenit unul
dintre cele mai utilizate programe din comunitatea chimicd computationala.
Avantajele fata de alte programe similare constau in faptul ca acest soft este
gratuit pentru cercetdtorii universitari, include o gama larga de metode teoretice
implementate, este robust, eficient si ofera posibilitate de a studia, pe 1ang3 altele,
si metalele de tranzitie si proprietatile spectroscopice [89]. Un alt avantaj Tl
constituie faptul ca ORCA este scris Tn limbajul de programare C++ de la zero si
nu se bazeaza pe niciun alt pachet anterior de programe de structura electronica.
Softul este creat la Institutul Max Planck pentru Conversia Energiei Chimice din
Milheim, Germania, in grupul de cercetare condus de Prof. Frank Neese. Teoria
functionald a densitdtii (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 n
cadrul acestei teze sunt prezentate mai jos:
1. Posibilitatea de a calcula functiile moleculare prin metoda SCF 1in
aproximatiile RKS si UKS;
2. Optimizarea geometriei structurilor de interes Th mod automat, calculul
profilului vibrational si a parametrilor termodinamici;
3. Gasirea stérilor de tranzitie prin scanarea energiei potentiale de-a lungul
lungimii legaturii chimice sau prin rotirea unghiurilor de interes;
4. ldentificarea starilor de tranzitie prin metoda NEB (Nudged Elastic Band)
complet implementata;
5. Solutionarea problemei vibrationale — calculul frecventelor de vibratie IR si
spectrul Raman;
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6. Calculul proprietatilor moleculare, cum ar fi momentul dipol, potentialul
electrostatic, densitatea electronicd §i 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 n soft.

2.4. Sinteza organica a derivatilor DFH4

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
MesSiCl 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, 2CHs), 9.36 s (2H,
20H). MS m/z 231.0472 (M* +Na).

Sinteza (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo0-4-(fenilamino)but-2-enoatului 5

Amestecul esterului 2 (1.76 g, 0.01 mol) si 2 ml de anilind 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, CHs), 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. Dupa finalizare
(analiza 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. Dupd 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;N, J = 6.0),
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3.44 t (4H, 2CH,N, J = 6.0), 4.5-4.85 s (2H, 2C=OH), 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).

Sinteza 2,3-dihidroxi-N*,N*-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 (analiza
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, 2CH2N), 3.39-3.42 m (2H,
2CH;0H), 3.5-4.0 br s (4H, 4 OH), 8. 7 t (2H, 2 NH, J=4.0). Spectrul 3C 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 (analizd 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, 2CH,), 4.7-5.2 br s (4H, 4 OH), 7.81 s (2H, 2 NH). Spectrul **C
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, 6CHj3), 5.0-6.3 br s (2H, 2 OH), 7.61 s (2H,
2 NH). Spectrul 3C 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 separatd prin
filtrare. Produsul a fost tratat cu NH4OH, solutie apoasa de 20% si spélat sub apa.
Acidificarea filtratului amoniacal cu AcOH au dus la formarea
monobenzimidazolului corespunzitor. Incercarile de a recristaliza produsul din
EtOH au produs o rasina 12, care s-a solidificat la aer. Randament: 1.07 g, 49%.
Se descompune la 250 °C. Spectrul *H 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, COH).

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 5N pe
baia de ulei la 135 °C in atmosfera de N2. Amestecul a fost récit pe baia de gheata
pentru a separa sarurile hidroclorice de bisbenzimidazolul 13. Tn 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).

In incheiere, lucrarea de fati prezinti utilizarea unui spectru larg de
metode moderne de cercetare, atat experimentale cat si teoretice. Toate metodele
au fost preluate din surse stiintifice, iar unele au fost adaptate la specificul
cercetarii (metoda cu DPPH'). Au fost prezentate metode de sintezd a 10 derivati
noi stabili ai DFHs. 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 3C, analiza elementali.

3.  STUDIUL EXPERIMENTAL AL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A
DFH4 SI A DERIVATILOR SAI CU RADICALII DPPH* ST ABTS™*

3.1. Obtinerea si caracterizarea derivatilor sintetizati din DFH4

Tn capitolul 1 s-a aritat ca DFH4 1 poseda o stabilitate scizuta din cauza
proceselor de oxidare, decarboxilare si auto-condensare care au loc in solutie,
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prin urmare un obiectiv important care va fi discutat in acest capitol se refera la
sinteza unor derivati ai DFHs 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 aceastd directie, chimia acidului
dihidroxifumaric 1, raméne a fi un domeniu slab studiat Th 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 actuala, de mare interes practic, carei ii este dedicatd o parte din acest

capitol.
N OH @[N\ OH H -
4 »/%/C02H N = @Rl
R\ NH HO HO N

¢
2 =

HQO, CO-NH-alkyl

=

HO  CO,R®

ArHN-OC OH R2HN-OC OH

HO ~ CO-NH-Het HO_  CO-NHR®
HetHN-OC  OH R*HN-OC ~ OH
Fig. 3.1. Prezentarea schematica a unor derivati ce contin azot ce pot fi obtinuti
din DFH,4

in elaborarea abordarilor sintetice pentru obtinerea substantelor noi, s-a
tinut cont de progresele in ceea ce priveste transformarea acidului
dihidroxifumaric 1, printre care nu a fost 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- si
bisbenzimidazolilor. O abordare alternativd pentru congenerii simetrici §i
asimetrici poate fi reactia de amidare selectivdi a acidului 1. Alegerea
substraturilor depinde, Tn primul rand, de interesul practic, care se manifesta in
elaborarea metodelor pentru sinteza derivatilor corespunzatori ai acidului 1,
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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 polaritatii in limite largi, a capacitatii de solvatare, a proprietatilor
catalitice si, 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 incercim pregatirea diferitor izomeri din aceasta
serie, conform Figura 3.2 [94].

HO_ COH
HO,C . OH
HO.  CO,Me Q H HO ~ OH
— B OH - —
MeO,C  OH RO,C  COR MeO,C  CO,Me
2 \ ﬂ 3
HO,  OH /

HO,C  COH
4
Fig. 3.2. Transformarile formelor izomerice ale DFH4

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

Tn cadrul acestui capitol este descrisi o esterificare nouia a DFH, cu
metanol sub actiunea clorurii de trimetilsilan.

n acest caz, esterul are p.t. la 149 °C, desi autorii [26,39] au obtinut
valoarea de 173 °C. Spectrele IR Tnregistrate sunt foarte similare cu datele din
literaturd pentru compusul 2. Trebuie mentionatd o diferentd importantd in
deplasarea benzii esterului (trans- la 1677.8 cm™ cis — la 1670.7 cm™), absenta
oricaror diferente in benzile C=C si o micd diferentd in deplasarea benzii OH la
3164.5 cm™ si la 3168.2 cm™, respectiv.

Tn spectrul *H RMN al compusului 2 semnalele ambelor grupari metilice
sunt localizate in regiunea caracteristica pentru esterii metilici (la 3.94 ppm), iar

43



NATALIA BOLOCAN, GHEORGHE DUCA

semnalul gruparilor hidroxilice a fost observat ca singlet la 9.36 ppm. Tn spectrul
de masa al compusului investigat, masa ionului molecular M* este de 176.03.
Aceste date, impreuna 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 cercetdri au fost consacrate mecanismului acilarii
aminelor cu esteri decit cu alti reactivi, detaliile mecanistice nu sunt inca in
totalitate clare.

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

Incilzirea esterului 2 in solutia de anilind timp de doud ore duce la
formarea unui singur produs, a carui structurd a fost determinatd din datele
spectrale. Caracteristica specificd 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 grupdrilor 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).

Marirea timpului de reactie si a temperaturii pana la punctul de fierbere
al anilinei nu a dus la formarea bis-anilidei. Ar trebui mentionat faptul ca
tentativa de sinteza a amidei mixte prin incalzirea eterului 5 cu monoetanolamina
de asemenea nu a avut succes.

fara solvent,

0,
75-80°C, 3h NG O NH
oH
80% HO o YO
o o o o

Fig. 3.3. Schema de sinteza a (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo0-4-(fenilamino)but-2-
enoatului 5
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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 O HQ O
—0 HoN - temp. camerei, 8h @‘NH N
/ B + 2 \ / —N / —
0 N 77% HN—\
(0] OH (0] OH
2 6

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

In urma reactiei, a fost separati o substanti cristalini cu temperatura de
topire de 145 °C, i.e. cu patru grade mai joasi decit a compusului initial 2. Tn
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
gruparii CO,Me nu a fost observat. In domeniul slab al spectrului siu *C RMN,
sunt prezente sapte semnate 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, Tnlocuirea atomului de carbon in inelul benzenic cu atomul de
azot din amina initiald a avut o influentd semnificativd asupra caracterului
compusului format.

S-a mentionat anterior c¢d incercérile de a sintetiza amide mixte cu
utilizarea monoetanolaminei si a esterului 5 s-au dovedit a fi fara succes.

Tn cazul in care amidarea 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
grupdrilor 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 inalta a spectrului 3C RMN se evidentiazi doui
semnale ale atomilor de carbon (a se vedea in Cap. 2), care sunt completate de
doua 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.

In cadrul lucrarii, a fost cercetatd influenta naturii omologilor
monoetanolaminei asupra vitezei de reactie si a proprietatilor fizico-chimice ale
amidelor acidului DFH,.
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OH O fara solvent, ) H OH O
temp. camerei, 7h N OH
/ONO/ + HZN/\/OH HO/\/ N N
0,
O OH 0% o ou "
2 7

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 1in
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 demonstratd de semnalul caracteristic in spectrul
sdu 'H RMN (in regiunea 1.5-1.61 ppm), care este in concordantd cu semnalul
din spectrul sau 3C RMN la 32.77 ppm. In spectrul de masi a compusului
cercetat, masa ionului molecular M* este de 262.11.

OH O fard solvent, A H OH O
temp. camerei, 6h HO N
0 1 I I s e T NN
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 a fatd de gruparea amina in
2-amino-2-metilpropan-1-olul initial nu a micsorat randamentul diamidei dorite 9
(Figura 3.7). Analogic cu sinteza anterioard, aceastd 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 fuziondrii 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 separati 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 siu *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.

1

R
HO o— Rl R2 R? HO o R!
-0 / % farad solvent NH p R?
+ _ =
o) o R R HN
O OH 2 O OH R
2

9 R!=H, R?=OH (75%)
10 R'=0H, R?=0OH (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 cd omologul 11 (Figura 3.7) poate fi sintetizat
la temperatura camerei prin amestecarea tert-butilaminei cu esterul 2. Tn 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 \>—\§_§OH
N

0,
HO  CO,H H,N 49% Huo o
= O —
HO,C  OH

H2N
1 HCI reflux, 36h

H

©[ g

30% Q
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
odata ce s-a constatat cd benzimidazolul inhiba cresterea drojdiilor si anumitor
bacterii. De asemenea, derivatii benzimidazolici cu diferite efecte farmacologice
(antihistaminic  [95], antiulcer [96], antihipertensiv [97], anticancer,
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antimicrobial, antivirals antiparazitic [98]) sunt pe larg utilizati in tratamentul
clinic.

Tabelul 3.1. Rezultatele analizei compusilor sintetizati

Compus/ Starea de Metoda? IR (Nujol) Analiza elementala
Formula agregare/ / v, cm?! Calculat /Determinat
moleculara Culoare/ randame C H N
TtL°C  nt(%)
2 Solid/  A/66 691, 771, 879, 893, 1021, 1184, 40.92/ 458/ -
CeHsOs alb/ 1213, 1243, 1300, 1396, 1442, 40.79  4.98
149°C 1460, 1516, 1671, 2822, 2887,
2963, 3168, 3376.
5 Solid/ C/80 778, 794, 868, 902, 958, 1003, 55.70/ 4.67/ 5.90/
C11HuNOs  galben/ 1029, 1078, 1143, 1162, 1193, 5556 4.88  6.04
202-203 1223, 1240, 1317, 1330, 1437,
oC 1475, 1497, 1558, 1595, 1665,
1729, 3301, 3337.
6 ulei/ AJ/77 724, 770, 848, 867, 938, 989, 56.00/ 4.03/ 18.66/
C14H12N4Os galben 1022, 1051, 1100, 1151, 1162, 56.20 4.16 16.78

1242, 1299, 1329, 1382, 1434,
1485, 1522, 1547, 1572, 1589,
1629, 1668, 2011, 2712, 3081,

3147, 3310.
7 Solid/  A/70 660, 745, 761, 825, 1013, 1035, 41.03/ 6.03/ 11.96/
CsHw.2N20s incolor/ 1055, 1106,1205, 1240, 1299, 4122 595 13.79
158-160 1315, 1391, 1445, 1476, 1534,
oC 1651, 2824, 2881, 2941, 2985,
3287.
8 Solid/  A/60 745, 761, 822, 862, 913, 943, 45.80/ 6.92/ 10.68/
C10H18N20s incolor / 1029, 1046, 1072, 1113, 1201, 45.99 6.73 10.49
142-143 1241, 1252, 1300, 1312, 1324,
oC 1361, 1441, 1476, 1532, 1650,

1740, 2859, 2893, 2933, 2952,
2981, 3067, 3300, 3336, 3400.

9 ulei/galo A/75 739, 761, 769, 791, 846, 860, 901, 49.65/ 7.64/ 9.65/
CisH22N206 en 934, 977, 1011, 1080, 1121, 1183, 49.85 7.77 961
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, 40.68/ 6.26/ 7.91/
C1H2oN20; incolor/ 1023, 1042, 1119, 1179, 1227, 4049 641 8.02
; 149-143 1262, 1279, 1368, 1383, 1425,
oc 1461, 1515, 1663, 1735, 2887,
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2944, 3252, 3336.

11 Solid/ A/70 777, 873, 906, 1023, 1049, 1110, 55.80/ 8.58/ 10.84/
C12H22N204 incolor/ 1169, 1231, 1268, 1369, 1381, 55.96 8.77 11.03
120-122 1419, 1515, 1669, 1723, 2899,
oC 2935, 3248, 3330.
12 Solid/ C/49 672, 754, 831, 952, 1048, 1135, 54.55/ 3.66/ 12.72/
C10HsN202  maro/ 1310, 1463, 1490, 1525, 1610, 54.38 3.78 12.71
250°C 1677, 2299, 2577, 2791, 3341,
dec. 3737.
13 Solid/ C/30 726, 754, 838, 893, 953, 1049, 65.75/ 4.14/ 19.17/
C16H12N2O2  maro/ 1079, 1132, 1149, 1238, 1260, 65.91/ 4.13 18.88
250°C 1368, 1396, 1449, 1480, 1527,
dec. 1570, 1618, 1643, 1686, 1777,

2803, 2989, 3031, 3118, 3306.

4Metoda: A — Reactia la temperatura camerei; B — Reactia la 50-55°C; C -
Reactia la 75-80°C;
D — Reactia la 125-135°C.

Astfel de sisteme heterociclice pot fi modificate nu numai prin
schimbarea naturii i numarului de atomi de legatura, ci si prin schimbarea naturii
substituentilor n nucleele benzimidazolice. Cercetarea literaturii de specialitate a
relevat faptul cad, desi S-a raportat sinteza unui numér anumit de bis-
benzimidazoli, nici unul dintre acestia nu a fost sintetizat din acidul 1.

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

Monobenzimidazolul a fost sintetizat prin condensarea catalizatd de acid
clorhidric (Figura 3.8) a o-fenilenediaminei cu acidul 1 in baia de ulei la 135°C
in atmosfera de Na. Aceeasi procedurd poate fi utilizatd pentru prepararea bis-
benzimidazolului prin refluxarea a doi moli de diamina cu un mol de acid 1 n
acid clorhidric de 4 N.

Rezultatele analitice ale compusilor sintetizati (stareca de agregare,
culoarea, temperatura de topire, frecventele caracteristice in spectrul IR, si
analiza elementald) sunt prezentate Tn Tabelul 3.1.

Datorita faptului ca 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 ulterioard a corelatiei dintre absorbtia UV, structura
moleculei si activitatea antioxidanta (Tabelul 3.2).

Substituirea grupdrii carboxilice cu cea estericd deplaseaza absorbtia
spre lungimi de undad mai scurte. Deplasarea batocromica este inregistrata pentru
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toate amidele si benzimidazolii. Valoarea Amax pentru tert-butilamidele 11 este
cea mai apropiatd de valoarea pentru acidul dihidroxifumaric 1, in timp ce
diferentele structurale ale acestor substante produc o schimbare de circa 20 de ori
n valoarea pentru emax: de la 7100 la 315.

Substituentii saturati, care includ heteroatomi, precum oxigenul si
azotul, contin electroni de non-legétura, in afara de o-electroni. Amidele 7-10 cu
o grupare hidroxilica liberd, absorb la lungimi de undd 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.

Tabelul 3.2. Structurile, coeficientii de absorbtie ¢ si valoarea maximului de
absorbtie Amax (nm) a compusilor sintetizati, in solutie de metanol (70%)

No. Compusul Denumirea hmax
nm
OH O
/ONO/ dimetil 2,3-
1 O OH dihidroxifumarat 300 3500
2
O NH (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-
2 oxo-4-(fenilamino)but-2- 285 10365
o OH
HO enoat
o
5
I Nt Y4 2,3-dihidroxi-N?, N
3 QOMN@ di(piridin-2- 299 9825
OH . .
s il)fumaramida
y OH O 2,3-dihidroxi-N*, N*-
4 HONNMHNOH bis(2- 215 18900
o OH

hidroxietil)fumaramida
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10

2,3-dihidroxi-N%, N*-
bis(2-
hidroxipropil)fumaramida

HCé HO o 2,3-dihidroxi-N%,N*-
NWN oH bis(L-hidroxi-2-
metilpropan-2-
9 il)fumaramida

HO §°” wo o on  NLN*-bis(1,3-dihidroxi-
NH

o Vany oH 2-(hidrox!metil)propan-Z-
d ‘ou o il)-2,3-
10 dihidroxifumaramida
HO O
NH 1N A .
; }/_/g—gN N1 N4-di-tert-butil-2,3-
dihidroxifumaramida

o OH

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

CEH”«?
SEpSss

(E)-1,2-di(1H-
benzo[d]imidazol-2-

il)etene-1,2-diol

214

211

210

296

267

261

9965

6245

7305

315

7960

17880

Conform agsteptarilor, absorbtiile compusilor aromatici §i heterociclici

din seria cercetata sunt diferite de cele ale derivatilor saturati de structura liniara.
Valorile Amax ale compusilor 5, 6, 12 si 13 sunt mai Tnalte decét cele ale
subtantelor discutate anterior, cu exceptia compusului 11.

DPPH"

3.2. Determinarea activititii antioxidante prin utilizarea radicalului

Urmatoarea etapa de cercetare a constat In determinarea activitatii

antioxidante a compusilor sintetizati in etapa precedenta, precum si a acizilor
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ascorbic si dihidroxifumaric, utilizdind doud metode foarte raspandite in
cercetdrile 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
urmdrirea cantitatii remanente a DPPH’ (in %) in functie de timpul de reactie
[99,100]. Concentratia initiald a DPPH" a fost calculatd conform ecuatiei 3.1,
determinatd din curba de calibrare a DPPH’ in solutia de metanol (70%), iar
concentratia initiald a DFH,4 a fost calculatd conform ecuatiei 3.2, determinata din
curba de calibrare a DFH4 in solutia de metanol (70%), conform Figurii 3.9:

[DPPHTo =9.6-10%-A (3.1)
[DFH4Jo=7.1-103-A (3.2)
unde: [DPPH]o — concentratia initiald a DPPH"; [DFH4]o — concentratia initiala a
DFH,;
A — densitatea optica a reagentului (DPPH" sau DFH., respectiv) la t = 0 min.

Curbele cinetice de consum a DPPH’ la interactiunea cu substantele
studiate (Figurile 3.10-3.13) demonstreazd existenta a trei tipuri de
comportamente cinetice: rapid, mixt (etapa rapida este urmata de o etapad mai
lentd, 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".

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, realizandu-se o reactie ireversibila cu DPPH’, astfel se urmareste o
scadere bruscd a concentratiei de DPPH" si reactia se finalizeazd in decurs de
cateva secunde, In dependentd de concentratia initiald a AH. Din sirul compusilor
studiati, doar acidul ascorbic (AAs) face parte din acest grup (Figura 3.10).
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Fig. 3.10. Curba cinetica de consum a DPPH" la interactiunea cu acidul
ascorbic, [AAs]o =2-10° M; [DPPHT]o=1-10*M, t=30s

O parte din compusii studiati au demonstrat o legitate cineticd mixta, compusa
dintr-o etapa rapida, similarda comportamentului acidului ascorbic, Tn care
concentratia radicalului scade semnificativ, urmata de o etapa mai lenta. Astfel de
compusi participd la un transfer rapid de atomi de hidrogen, iar intermediarul
format participa intr-un transfer lent de hidrogen. Analizdnd curbele cinetice
obtinute, constataim cd DFH4 1, esterul EMD 2, acidul MBD 12 si diolul BBD 13
prezintd o legitate cineticad mixta (Figurile 3.11, 3.12). La interactiunea acestora
cu DPPH*, In prima etapd se observd o diminuare rapiddi a concentratiei
radicalului (cateva secunde pentru DFH,4 1, acidul MBD 12 si cateva zeci de
secunde pentru esterul EMD 2, si diolul BBD 13), insé starea de echilibru se
atinge intr-un timp mai indelungat, in comparatie cu AAs (Tabelul 3.3).

095

0.90

0.80

Absorbtia DPPH "
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Fig. 3.11. Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu
DFH4 1 (albastru) si acidul MBD 12 (verde) in conditiile:
[DFH4]o = [MBD]p = 2:10° M; [DPPHTo=1-10* M, t=30s

Forma curbelor cinetice este determinatd de structura moleculard a
compusului studiat, de reactivitatea globala si locala, care implicd stabilitatea
radicalului de antioxidant.

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

in acelasi mod, forma disociatd a acidului dihidroxifumaric duce la
stabilizarea radicalului, datorita perechii de electroni liberi in atomul de oxigen
carboxilic. Si odata ce radicalul format este mai stabil, compusul cercetat are o
activitate antioxidantd mai mare. Insd esterul dimetilic al DFH4 nu disociaza,
deoarece oxigenul din legatura esterica —O—CHs; nu are perechea de electroni
libera, astfel, stabilitatea radicalului esterului dimetilic va fi mai mica decat a
radicalului format din DFH,.
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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 cineticd lentd intrd acei compusi,
care au proprietatea de a participa doar la un transfer lent de hidrogen, si starca
de echilibru se atinge intr-un timp mai indelungat, in comparatie cu DFHs, in
dependenti de concentratia initiald a compusului. in aceasta grupa intra anilida 5
si fumaramida 6 (Figura 3.13).

O serie de compusi sintetizati au demonstrat activitate foarte redusa in
testul DPPH’, scindand mai putin de 10% de radical la o concentratie initiald a
reagentului de pand la 5 ori mai mare decat a radicalului DPPH", in decurs de o
ord. Aceasta se datoreaza alterdrii structurii electronice initiale a fragmentului
enediolic, respectiv a indicilor de reactivitate globala si locald, datorita atasarii
anumitor fragmente structurale. Derivatii cu activitate antioxidanta
nesemnificativa sunt fumaramidele 7, 8, 9, 10, 11.
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Fig. 3.13. Curbele cinetice de consum a DPPH" la interactiunea cu: (a)
anilida 5, [anilida]o = 2,26-10° M, [DPPHTo =6-10°M, t =30 min si (b)
fumaramida 6, [fumaramida]o= 2,7-10° M; [DPPH]o=6-10° M, t =30 min

Activitatea antioxidanta, stoichiometria si molecularitatea reactiilor

Trebuie subliniat faptul cd forma curbei cinetice nu indica direct asupra
activitatii antioxidante a compusului. Activitatea antioxidanta/antiradicalica este
definitd ca fiind cantitatea de antioxidant necesard pentru diminuarea
concentratiei initiale de DPPH" cu 50%, numita concentratia eficienta la 50%
(ECso). Pentru simplitate, deseori se utilizeaza valoarea 1/ECsp, numita putere
antiradicalica (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 determinati si reprezentata
grafic, permitdnd determinarea ulterioard din grafic a raportului molar care
reduce jumatate din concentratia initiala de DPPH" (ECsy).

Tn Figura 3.14 este prezentati modalitatea de determinare a ECso pentru
DFH, si derivatii care au manifestat activitate antiradicalica.

Constanta stoichiometrica a fost definitd ca numarul de molecule de
DPPH-® reduse de catre o moleculd de antioxidant in decurs de o reactie completa,
si notatd cu 6 = 1/ (2 x ECsp), conform reactiei:

K
o DPPH" + A-H — Produsi (3.3)
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Fig. 3.14. Determinarea constantelor stoichiometrice pentru reactia dintre DPPH*
si derivatii cercetati

In Tabelul 3.3 sunt prezentate valorile PAR, ECsy, relatia
stoichiometrici a antioxidantilor supusi testarii, i timpul de reactie necesar
stabilirii echilibrului. Acizii ascorbic si dihidroxifumaric precum si acidul MBD
12 posedd cea mai mare constantd stoichiometricd, fiecare mol al acestor
compusi scindeaza cate 2 moli de radical DPPH". Reactia dintre radical si AAs
decurge timp de cateva secunde, in cazul reactiei cu DFH4 - pana la 2 minute, iar
in cazul MBD 12, reactia atinge echilibrul timp de pana la 10 minute [102].

Referitor la ecuatia (3.3) a prezentat interes determinarea
particularitatilor structurale ale hidrazinei DPPH-H, iar recristalizarea acesteia
din etanol cu analiza ulterioara a monocristalelor prin metoda difractiei cu raze X
a permis elucidarea, pentru prima datd, a structurii complexului DPPH-H pur.
Rezultatele respective sunt in afara scopului acestui capitol, doritorii sunt
Tncurajati sa acceseze [103] pentru mai multe detalii.
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Tabelul 3.3. Clasificarea compusilor testati in dependenti de legitatea
cinetici in reactia cu DPPH", cu valorile respective ale PAR, ECsxo si
constantei stoichiometrice

o, numarul de

. . Timpul de
Compusul ECso PAR mo!l de PPPH reactie pana la
scindati de 1 echilibru
mol de AH
Legitate AAs 0,25 4 2 < 10-15 sec
cinetica
rapida
Legitate DFH4 1 0,25 4 2 <2min
cineticd  aciquiMBD 12 0,25 4 2 <10 min
mixta
(rapida+  pjolul BBD 13 05 2 1 <10 min
lenta)
EMD 2 0,5 2 1 ~20-30 min
Legitate Anilida 5 0,7 1.4 0,7 ~ 45-60 min
cinetica . N K
lenti 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 -
ivi -
antioxidantd Fumaramida 9 16,6 0.06 0,03 -
neglijabila  Fumaramida 10 8,3 0.12 0,06 -
Fumaramida 11 55,5 O'gl 0,009 -

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

Legitatile 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.

Stoichiometria reactiilor

Valorile constantelor stoichiometrice pentru fiecare antioxidant au fost
determinate anterior, si sunt prezentate in Tabelul 3.3. Pentru DFH, a fost
posibila determinarea constantelor stoichiometrice pentru cele doua etape
mecanistice.
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Absorbanta DPPH"

Aral T .
’l e —— —
(X}
!'. 2
| "

Timp, s
Fig. 3.15. Micsorarea concentratiei de DPPH" la reducerea acestuia cu DFHa,
atunci cand initial [DFH.4]o = ([DPPH"]o/6), unde 6 = 2

Figura 3.15 prezintd curba de micsorare a concentratiei DPPH" la
reducerea acestuia cu DFH4, atunci cind initial se iau concentratiile [DFH4]o =
[DPPH]o/c. Datele obtinute au permis determinarea constantelor stoichiometrice
pentru etapa rapida si cea lentd, obtindndu-se valorile Grpiga ~1 i Glent ~1. Acest
fapt sugereaza 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 rimas de DPPH" in raport de
1:1, Tnsa mult mai lent. Trebuie mentionat faptul ca desi pentru DFHs 1,
constanta stoichiometricd ¢ 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 scindata intr-un
sir de substante ce urmeaza a fi determinate in studiile viitoare.

HOOC-C-OH  *OPPH|HOOC-C-O'  _. HOOC-C=0  _. HOOC-C=0 #DPPH’  HOOC-C=0
HO-C—-COOH -DPPH-H HO-C-COOH 0"-G-COOH HO-C-COOH | -pPPH-H 0=C-COOH

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

Tn cazul esterului 2, a acidului MBD 12 si a diolului BBD 13, reactia
carora cu DPPH" de asemenea prezintd doud etape ce pot fi vizual deosebite pe
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grafic, valoarea constantei stoichiometrice ¢ pentru etapa rapida este mai mica
decat 1, ceea ce sugereaza o mai mare complexitate a mecanismelor de reactie.

Determinarea ordinelor de reactie fatd de reactanti si a constantelor de
vitezd

In reactia antioxidantilor cu radicalul DPPH', viteza (v) reactiei
complete dintre 6 moli de DPPH’ si un mol de antioxidant (AH), in functie de
timp, poate fi definita conform ecuatiei:

—d X
v-~4Cen | \[DPPH " <[AH],” (4
unde k este constanta de vitezd a reactiei; [DPPH"]o si [AH]o sunt
concentratiile initiale a radicalului si, respectiv, a antioxidantului; o este
constanta stoichiometrica totala a reactiei; X si Y sunt ordinele de reactie fata de
DPPH" si AH, respectiv.
In cazul antioxidantilor ce prezinti un mecanism secvential, etapele pot
fi delimitate:
1= 9CeA[DPPH 1, [AH]* +k[DPPHI, " -[AH, 2 (5 0
unde k; este constanta de viteza a reactiei rapide; k, este constanta de
vitezd a reactiei mai lente; [DPPH"]o si [AH]o sunt concentratiile initiale a
radicalului sau antioxidantului, respectiv; ¢ este constanta stoichiometrica totald
a reactiei; Xy, Y1 $i Xz, Y2 sunt ordinele de reactie fatd de DPPH’ si AH, respectiv
pentru etapele rapidd si lentd. Trebuie mentionat faptul ca stoichiometria,
molecularitatea si ordinul de reactie coincid in mod necesar numai in reactii
elementare, adica, acele reactii care au loc Tntr-o singura etapa, deoarece ecuatia
reactiei pentru reactii elementare coincide cu procesul la nivel molecular. Tn
cazul mecanismelor de reactie mai complexe, indicii mentionati pot si de regula
au valori diferite.

Luand in consideratie complexitatea mecanismului de reactie in cazul
compusilor ce prezinta cineticd mixta, in cadrul cercetarilor de fata, pentru acesti
compusi a fost investigatd doar etapa rapidd 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 calculatad viteza initialda pentru cateva concentratii initiale ale DPPH’,
mentinand constantd concentratia antioxidantului. Desi aplicarea acestei metode
este limitatd in cazul reactiilor rapide, in cadrul studiilor de fata a fost posibila
datoritd utilizarii metodei stop-flow (a se vedea Cap. 2), care a permis
inregistrarea absorbtiei solutiei de DPPH" din primele secunde ale reactiei.
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Ecuatia (3.4) in forma logaritmicd permite reprezentarea graficad a
dependentei log(v) in functie de log([DPPH]o), iar ordinul partial de reactie x
poate fi determinat din panta dreptei. In mod analogic poate fi determinat ordinul
partial de reactie y pentru antioxidant, mentinand constantd concentratia initiala
de DPPH’, si variind concentratia initiala de antioxidant. Din ecuatia dreptei,
poate fi calculatid valoarea constantei observate de vitezd, care este produsul
dintre constanta reald si concentratia substantei mentinutd neschimbata. O altd
metoda de determinare a ordinului de reactie fata de antioxidant devine posibila
prin utilizarea ecuatiei (3.4) cu conditia initiala [AH]o = [DPPH"]o/o, iar prin
conversia logaritmica ulterioara se ajunge la forma:

log(v) = Iog(%)+(x+ y)x log(IDPPH J,) (3.6)

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

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

In scopuri comparative a fost studiatd reactia dintre DPPH" si acidul
ascorbic, care este pe larg utilizat ca substanta de referinta in studii similare.

Rezultatele sumarizate ale calculelor cinetice sunt prezentate n Tabelul
3.4.

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 scindeaza cate un singur mol de radical, iar anilida 5 - 0,7 moli de DPPH".
Reactiile antioxidantilor cu radicalul DPPH® decurg cu viteze diferite, si dupa
mecanisme diferite, fiind reactii de ordinul 1,5 doar pentru acidul ascorbic si
dihidroxifumaric, si de ordinul 2 pentru ceilalti antioxidanti.

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

Ordinul de , Constanta
Legitate reactic fata Ordmul Eie Constgnta .de stoichiometrica
cinetici Compusul de  [Teactie fata de reactie ((_11n (nr. de moli de
s DPPH* viteza initiald) DPPH*
antioxidant i

scindati)
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rapida AAs 0,5 1 45,6-103 2
DFH4 1 0,5 1 15,2-108 2

mixta. MBD 12 1 1 29,3-10° 2

(rapida+

lentd) BBD 13 1 1 16,7-108 1
EMD 2 1 1 3,7-108 1

lentd Anilida 5 1 1 26,5 0,7

3.4. Determinarea activititii antioxidante prin utilizarea radical-cationului
ABTS™

Activitatea de captare a radicalilor ABTS™ a compusilor studiati a fost
determinatd prin procedura descrisd in [86] cu unele modificari. Solutia de
ABTS"™ a fost preparata 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 tinuta la temperatura
camerei Tn intuneric timp de 16 ore inainte 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 0 solutie proaspatd de ABTS™. Solutiile
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 Tn calitate de martor.

Graficul de calibrare a fost trasat fatd de standardul Trolox
(concentratiile au variat intre 0-15 mM si au fost diluate in etanol 95%),
densitatea optica a fost masuratd la 734 nm exact la 1 min si 6 min dupa
amestecare. Toate determinarile au fost efectuate in trei exemplare.

Pentru activitatea antioxidanta totald, s-a trasat graficul de calibrare
pentru Trolox permitdnd determinarea capacitatii antioxidante in echivalenti
Trolox (TEAC).

Metoda TEAC (Trolox Equivalent Antioxidant Capacity) pentru
determinarea activitatii antioxidante reflectd 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 definitd ca fiind concentratia solutiei de
Trolox (mmol/L sau mg/L) cu un potential antioxidant echivalent cu 1 mM de
compus studiat.

Tn testul ABTS™ au fost folositi urmatorii reducitori: DFHs 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].
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n Figura 3.17 este reprezentati sciderea densitatii optice a solutiei de
ABTS™ in prezenta antioxidantilor de aceeasi concentratie (25 uM) [105,106].

0,9

3 —@— DFH4 1
—@—EMD 2
0,8 —
Anilida 5
: —3 o
< 07 Bis-anilida 6
Z —@— MEAD 7
—‘EAO,G —e— MPAD 8
-‘é’ ~——@— Fumaramida 9
o
—E 05 —@— Fumaramida 10
04 i Fumaramida 11
’ —e—MBD 12
03 ® _e—BBD1I
0 1 2 3 4 5 6
Timp, min

Fig. 3.17. Descresterea absorbtiei solutiilor de ABTS™ in functie de
natura reducitorilor, pentru [Red]o=25 uM

Din datele obtinute (Figura 3.18), putem constata ca la concentratia
maxima testata, 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. 3.18. Dependenta AAT de natura si concentratia reducdtorilor

Pentru reducatorii utilizati, a fost calculata activitatea antioxidanta totald (AAT)
si capacitatea antioxidanta in echivalenti trolox (TEAC).

Rezultatele demonstreaza cd cea mai mare activitate antioxidantd o
poseda acidul dihidroxifumaric 1, fiind urmat de catre esterul sau dimetilic 2 si
anilida 5, care posedd activitate antioxidantd echivalentd. Derivatii mono- 12 si
bis- 13 benzimidazolici ai acidului DHF; urmeaza in acest sir, situdndu-se
fnaintea 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 bund, in sensul cd au fost identificati compusii cu cea mai puternica
activitate antiradicalica: 1, 2, 5, 12 si 13. Totusi, exista si cateva diferente, cum ar
fi de exemplu, faptul cé derivatul 6 are activitate nesemnificativa in testul cu
ABTS'™ iar derivatii 7, 8 si 9, posedd dimpotriva, o activitate semnificativ mai
mare decat in testul cu DPPH'. Acest lucru demonstreaza inca o datd
specificitatea metodelor utilizate si necesitatea utilizarii metodelor cit mai
diverse pentru obtinerea rezultatelor exhaustive.
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4. STUDIUL TEORETIC AL INTERACTIUNII DFH: ST A
DERIVATILOR SAI CU RADICALUL DPPH’

4.1. ldentificarea 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 sdu dimetilic, in cautarea de
noi sintoni pentru sinteza tintitd, cat si pentru a studia relatia ,structura-
proprietate”. Activitatea antioxidantd/antiradicala a compusilor a fost investigata
utilizand testele cu radicalul DPPH" si cationul radical ABTS'* si s-a constatat ca
unele substante sintetizate au prezentat o activitate antioxidantd/antiradicald
scazuta, desi structura fragmentului ene—diolic a fost pastrati [28,105,106].

Intelegerea si prezicerea reactivitatii chimice este esentiali pentru
sinteza de noi derivati cu proprietati antioxidante/antiradicale, prin urmare, in
acest capitol va fi prezentata informatia despre studiile teoretice ale reactivitatii
chimice, inclusiv descriptorii de reactivitate globald si locald, care a fost
dobandita prin aplicarea conceptelor derivate din Teoria Functionala a Densitatii.

Metodele computationale ce permit modelarea moleculard prezinta o
aplicabilitate extinsa in domeniul sistemelor chimice, fizice, biologice, intrucat
acestea sunt capabile s prezicd nu numai proprietatile substantelor in procesul de
reactie, dar sunt foarte utile si pentru studiul transportorilor de medicamente,
precum si 1n interactiunile dintre aceste substante si molecule biologice.

In pofida interesului de care se bucura recent DFHy si a potentialului sdu
de utilitate practicd in diverse domenii, pand 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 DFH, sunt foarte rare: tautomerizarea ceto-
enolicd a acidului DFHs a fost studiatd experimental de catre Fleury si Souchay
[25] in anii 1960, de cétre Souza si colab. in anii 1980, in timpul investigatiilor
efectuate asupra decarboxilarii DFHg [26], si de catre Travin §i colab. n 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 ulterioard atdt in domenii teoretice, cat si practice.

Gratie structurii sale, in cazul DFHy, sunt posibile diferite conformatii
pentru cele doud forme tautomerice, datoritd rotatiilor intramoleculare de-a
lungul legdturilor simple C-C si datoritd posibilei orientari Sin— si anti—
periplanare a hidroxil hidrogenului fata de ceto-oxigen.
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Fig. 4.1. Structurile geome:crice optimizate ale izomerilor enediolici ai DFH,

Structurile geometrice ale tuturor tautomerilor-rotamerilor posibili ai
DFH4 si starile de tranzitie (TS) corespunzatoare au fost optimizate fara
constrangeri de simetrie la nivelul teoriei B3LYP, separat. Metoda cu aplicarea
teoriei functionalei de densitate (DFT) oferd posibilitatea de a calcula fiabil
parametrii termodinamici pentru molecule si sisteme cu legéturi 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 baza 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 cuantica
ORCA (a se vedea Cap. 2).
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Fig. 4.2. Structurile geometrice optimizate ale izomerilor cetonici 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 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 stérilor de tranzitie. Punctele stationare nu au
frecvente imaginare, n timp ce toate stérile de tranzitie sunt caracterizate de
existenta unei singure frecvente imaginare pentru miscarea de-a lungul

coordonatei de reactie.
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Frecventele vibrationale armonice calculate au aratat existenta a 22 de
structuri enediolice si 23 de structuri cetonice ale DFH,in punctele stationare in
faza gazoasa. Structurile enediolice si cetonice sunt prezentate in Figurile 4.1 si
4.2, respectiv. lzomerii sunt nominalizati si aranjati Tncepand cu izomerul cel mai
stabil spre cel mai putin stabil (conform calculelor de energie libera Gibbs in
vacuo). Izomerii 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 si AG sunt prezentate in Tabelul 4.1 pentru
comparatie, pentru calcule efectuate in vacuo si in apa.

Rezultatele arata cd formele enediolice ale DFH4 sunt mai stabile in faza
gazoasa decat formele cetonice. Structura enediolului E1 a DFH,4 este cea mai
stabila forma si reprezintd minimul global in curba de energie potentiala a
acidului DFH,. Trebuie mentionat aici ca energia libera Gibbs a celui mai stabil
enediol este mai micd decat energia liberd 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

|zomerii AE AH 4G
enediolici

Vid Apa Vid Apa Vid Apa
E1l 0.00 0.59 0.00 0.53 0.00 0.48
E2 5.18 0.00 5.26 0.00 5.07 0.00
E3 10.42 0.01 10.54 0.58 10.05 1.24
E4 15.46 10.54 15.89 10.62 14.90 7.59
E5 24.33 16.07 24.74 121.6 22.99 12.41
E6 26.66 9.24 26.21 9.40 25.05 8.73
E7 30.59 9.86 30.13 10.23 28.65 9.78
E8 39.95 21.39 36.73 22.46 37.36 20.86
E9 38.07 21.40 38.45 22.44 35.88 20.64
E10 40.46 19.58 39.97 22.15 36.67 21.80
E11 41.07 15.73 40.10 17.01 37.41 17.04
E12 42.66 16.56 41.89 17.55 38.49 17.05
E13 44.21 16.92 43.85 18.60 41.44 19.35
E14 44.48 18.59 41.31 20.11 42.81 20.11
E15 50.37 21.17 49.91 23.43 46.55 23.39
E16 51.27 22.88 50.94 24,73 47.16 24.50
E17 51.07 21.12 50.42 22.72 47.60 23.02
E18 51.53 20.59 50.65 21.96 48.16 22.08
E19 52.67 26.93 52.13 29.29 48.46 29.32
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E20

E21

E22
1zomeri
cetonici

K1
K2
K3
K4
K5
K6
K7
K8
K9
K10
K11
K12
K13
K14
K15
K16
K17
K18
K19
K20
K21
K22
K23

59.99
66.16
72.94

Vid
54.34
58.64
58.32
63.37
60.67
64.46
62.83
63.22
69.15
62.96
72.92
68.81
71.95
70.45
72.24
78.83
82.73
80.28
83.40
80.71
83.82
82.55
112.0

AE

19.98
33.48
27.95

Apa
34.66
35.61
39.02
37.36
36.20
39.49
39.97
37.76
40.00
37.80
42.22
36.57
39.77
35.84
38.18
46.30
41.31
40.14
39.57
45.73
37.52
44.38
56.13

59.70
64.68
72.89

Vid
53.13
56.85
55.89
61.15
59.55
63.45
61.77
61.88
67.44
61.29
70.65
67.31
70.31
68.97
70.39
76.76
80.28
77.79
80.76
78.31
81.62
80.86
110.6

AH

22.15
34.09
32.85

Apa
37.51
38.70
40.65
40.60
40.97
43.18
42.57
40.41
43.32
38.98
45.44
38.73
42.69
35.38
40.77
48.72
44.87
42.13
41.98
47.93
40.73
46.49
59.01

58.37
60.06
70.64

Vid
46.70
49.52
50.63
53.27
54.84
56.37
56.44
56.57
59.48
59.54
62.30
62.73
63.04
63.36
64.11
69.98
71.19
72.48
73.69
74.03
74.26
75.24
104.8

4G

23.85
32.14
33.78

Apa
32.52
33.92
36.63
35.28
39.55
39.90
37.42
36.34
39.07
3891
38.46
37.59
37.76
35.64
35.20
50.32
39.40
36.55
36.00
46.49
36.99
43.81
57.63

Nota: in vid, valorile totale ale energiei pentru E1 sunt: E =—606.1440772 a.u., H
= —606.04156958 a.u., G = —-606.08507874 a.u. in apa, valorile totale ale energiei
pentru E2 sunt: E = -606.15927423 a.u.,, H = -606.05902544 awu., G = -
606.10366354 a.u.

311++G(2df,2p).
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Stabilitatea lui E1 poate fi atribuitd prezentei efectului legéaturii de
hidrogen intramoleculare, prezentd in structura E1 mai mult decat in altele,
precum si stabilizarii interactiunilor orbitalilor datorita orientarii anti-periplanare
a hidroxil hidrogenului fata de ceto-oxigen. In apa, cel mai stabil izomer este E2.
Energia libera Gibbs a acestuia este mai micd decit energia liberd Gibbs a celei
mai stabile structuri cetonice K1 cu 32,7 kJ-mol? la nivelul B3LYP/6-
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Abundenta relativd (AR) a izomerilor enediolici si cetonici a fost
calculatd prin utilizarea ecuatiei Boltzmann (4.1), utilizdnd valorile energiei
interne, corectate dupa energia punctului zero (ZPE):

RA = exp (—AE/RT) (4.2),
unde AE = AE, + AZPE.

Rezultatele arata ca in fazi gazoasi, 99.78% din DFH, sunt reprezentate
de trei structuri enediolice, dupa urmétoarea 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 abundenti 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).

E1 E2 E3
@ <
) : _/6 i w‘/.
ol 4 ".m Y &
L ® &
K1 K2 K3
e, *
anll B ‘U.
!.? oy
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1546
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Fig. 4.3. Structurile geometrice optimizate ale celor mai stabile trei structuri
enediolice si trei structuri cetonice, in vacuo

Atat in vacuo, cat si in apd, structurile enediolice ale DFH4 sunt
preponderent complet plane, cu exceptia structurilor E20 si E22, care suferd de
repulsie atom-atom. Aceastd planaritate a structurilor enediolului este probabil o
consecintd a interactiunilor intramoleculare dintre gruparile —OH enolice si C=0
sau —OH ale grupdrilor carboxilice care conduc la delocalizarea electronilor in
molecula.
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Cele trei structuri enediolice care reprezintd 99.78% din DFH,4in faza
gazoasd, respectiv 97.2% 1in apa, 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 ap3) si -2.4°
(-1.2° in apd) pentru unghiul (O8C3C2C1); -16.1° (-4.4° in apa) si -3.8° (-1.8° n
apa) pentru unghiul (O8C3C405); -17.3° (-4.4° in apa) si -3.2° (-1.0° in apa)
pentru unghiul (O6C4C3C2) si -179.1° (1.3° in apad) si -166.8° (6.6° in apa)
pentru unghiul (010C2C1013).

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 sé se miste in afara planului practic
perpendicular, cu unghiul diedric (C1C2010H11) de 94.1° (-75.6° in apa) si
72.9° (-72.2° in apad) pentru E20 si, respectiv, E22.

Structurile cetonice sunt rasucite, 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, aceastd variatie a unghiurilor diedre
influenteaza foarte putin celelalte lungimi si unghiuri de legatura.

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

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

Mai 1intdi, au fost identificate toate structurile de tranzitie (ST)
caracteristice pentru interconversiile ceto-ceto si enediol-enediol. Figura 3.2
prezinta grafic unele structuri ale ST, iar Tabelul 4.2 prezinta energia de activare
(E,), frecventa imaginard (v) si energia liberd de activare Gibbs (AG*) pentru
unele interconversii [110,111].

Interconversiile dintre formele de enediol si dintre formele cetonice au
loc atét prin transferul de proton, cat si prin rotatie interna (rotatie C—C si O—-H).
In transformarile enediol-enediol, energiile de activare ale transferului de proton
sunt Tn 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
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sunt Tn intervalul 139-153 kJ-mol™? pentru calea de transfer al protonului si de
0,15-52 kJ-mol! pentru rotatia interna.

Tn cazul izomerilor enediolici si cetonici care poarta cel putin o grupare
carboxilicd cu hidrogen orientat sin- periplanar, existd o serie de transformari
care au loc pe ambele cai, transfer de protoni si rotatie internd, iar aceste
interconversii pot fi considerate ca fiind reactii competitive. Acestea sunt: E2 <
E6, E3 — E7, ES < E10, E7 < E18, E8 <» E13, E9 « E19, E11 < E17, E12
< El4, E12 < El5, El4 < 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.

Tabelul 4.2. Energia de activare, E,, energia liberid 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 52.19 41.42 47.50 39.90

E2 - El —607.01 -426.97 47.01 42.01 42.43 40.38

E2 — E3 51.71 4152 47.01 40.19

E3 - E2 60156 57523 4547 4153 42.03 38.96

E6 — E17 45.17 30.02 40.43 29.94

E17 — E6 —374.78 -324.1 20.76 18.13 17.87 15.66
C—C rotatie

E9 — E19 48.11 34.25 65.83 33.71

E19 — E9 -46.23 -62.20 37.24 26.47 7.46 25.32

E2 — E6 52.64 33.45 4931 35.09

E6 — E2 —52.04 1212 31.15 24.21 29.34 26.36
H-transfer

E2 — E6 187532 -1997.15 158.92 164.36 145.82 154.28

E6 — E2 137.43 155.12 125.85 145.54

E3 — E7 156.93 163.68 143.84 152.10

E7 — E3 -1.873.71  -1995.14 136.76 153.81 125.23 143.56

Ceto-ceto interconversii

ST v E, AG*

Vid Apd Vid Apa Vid Apa
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Cu toate acestea, energiile de activare pentru procesele de transfer de H
sunt semnificativ mai mari decat pentru calea de rotatie interna. Astfel, pe baza
ecuatiei constantei de viteza Arrhenius, dacd se considera aceeasi valoare a lui A
pentru ambele cdi, valorile obtinute pentru rapoartele kp/ki (Kp si kr sunt
constantele de viteza ale transferului de protoni si, respectiv, ale cdilor de rotatie)
sunt aproape de zero la 298.15 K.

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

Conform asteptarilor, rotatia interna C-C are frecventa minima
(aproximativ =40 cm™... =100 cm™), fiind aproape o vibratie rotationald puri.
Frecventa imaginari a reactiei de transfer de proton este in jur de —1900 cm™, o
frecventa 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™2, putin mai mari in cazul rotatiilor carboxilice
O-H. Acest lucru se datoreaza probabil faptului cd existd o multime de
legaturi/interactiuni de hidrogen si locuri de delocalizare a electronilor in
izomerii DFH,, iar rotatia unui atom de hidrogen poate rupe o legaturd de
hidrogen si poate incepe formarea unei alte legaturi de hidrogen. Prin urmare,
rotatia O—H are loc in tandem cu o vibratie de intindere, ca rezultat avand o
frecventd mai mare decdt cea pentru vibratia de rotatie C—-C. Rezultatele
calculelor pentru mediul apos arata cé frecventele imaginare pentru rotatiile O-H
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si C-C sunt mai mici 1n apa decat in gaz, in timp ce pentru reactiile de transfer H,
frecventele imaginare sunt mai mari in apd decdt in gaz, atit pentru
interconversiile enediol-endiol, cat si pentru ceto-ceto izomerizare. De asemenea,
energiile de activare ale reactiilor de transfer de hidrogen sunt mai mari in apa,
decét Tn vid, probabil datorita stabilizarii structurilor prin legaturi suplimentare de
hidrogen cu moleculele de apa din mediul de solvent implicit.

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

E1 = K5 E2 = K7 E2 - K14 E3 - K13
o. A ¢ o
o u o e o =
o g ® fa \11 o w
i o Ne . 0
Q. “ @ ‘ . e T
¢ N .y
= | e

Fig. 4.4. Structurile geometrice optimizate ale stérilor de tranzitie in tautomeria
ceto-enolica a celor mai stabili trei izomeri ai DFH,4, in vid

Barierele energetice ale procesului de tautomerizare ceto-enolica au fost
calculate folosind diferentele de energie dintre structurile minime locale (Tabelul
4.4) si starile de tranzitie. Singura cale prin care poate avea loc tautomerismul
ceto-enolic este transferul de proton. Tabelul 4.3 prezinta energia de activare, E,,
frecventa imaginari, v si energia liberd de activare Gibbs, AG*a interconversiilor
ceto-enolice, calculate la nivelul de teorie B3LYP la 298.15 K. Conform
asteptarilor, barierele pentru conversiile enediol — cetond le depasesc pe cele
pentru tranzitii inverse cetond — enediol, in gaz si in apa, cu aproximativ 50
kJ-mol*[112].

Energiile de activare pentru tautomeria ceto-enolica sunt de pana la 20
de ori mai mari decét cele pentru interconversiile formelor enediol-enediol sau
cetond-cetond, ceea ce poate fi explicat printr-o mai mare complexitate a
mecanismului tautomeriei ceto-enolice, care implicd un numar mai mare de
atomi, precum si o rearanjare geometrica a moleculei. De mentionat aici ca E, si
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AG*# sunt mai mici cu 50-80 kJ-mol™ in api, decit in gaz, ceea ce indica faptul ci
apa participa in procesul de transfer de H, usurandu-l. Structurile ST arata ca
oxigenul carboxilic care formeaza legatura de hidrogen in structura enediolului
este implicat in mecanismul transferului de protoni (Figura 4.4).

Tabelul 4.3. Energia de activare, E,, frecventa imaginara, v (cm™), si
energia liberi de activare Gibbs, AG* , pentru procesele de tautomerizare
ceto-enolica a celor mai stabile trei forme enediolice, in vid si in apa

) v (cm™) Ea (kJ-mol?) AG* (kJ-molt)
Reactia
Vid Apa Vid Apa Vid Apa
El— K5 29346 236.07 27513  212.88
-1813.03 -1881.78
K5 — E1 232,79 17541 220.29 158.05
E2 — K7 179189 188558 291.07 228.97 272.36 206.85
K7 — E2 23342 17131 220.99 155.48
E2 — K14 309.94 239.55 289.43 216.36
-1819.46  -1899.57
K14 — E2 24466  174.27 231.14 158.07
E3 — K13 308.11 232.14 287.50 209.61
-1805.39 -1895.83
K13 — E3 24658 170.60 23451  156.63

Constantele de viteza au fost calculate dupd teoria canonicd a ST, utilizand
ecuatia Eyring:
kT _ac#
k = 5= ¢—AG"/RT 4.2),
h

unde AG* este energia libera de activare Gibbs , kg este constanta lui Boltzmann,
si h este constanta lui Planck. Astfel, constanta de viteza a reactiei directe (ki) a
fost calculatd utilizand valoarea AG*1 = Grs - Greactant, 1ar constanta de viteza a
reactiei inverse (k) a fost calculati utilizind valoarea AG*; = Grs - Gproqus.

Constanta de echilibru K., a fost calculatd dupa ecuatia:
Keq = exp (—AG/RT) (4.3),
Unde AG = GEpd®™" — GJe3**™ i parametrii termodinamici individuali sunt
Ga9s = Haog — T'S208, Haog = Eey + Evip + Eror + Etrans + ZPE + kpT'$iSy9 =
Se1 + Syip + Srot + Strans. T0ate calculele au fost efectuate la 298.15K si 1.0
atm.
Tabelul Al (Anexe) rezuma datele cinetice si termodinamice pentru
starile de tranzitie ale reactiilor de izomerizare si tautomerizare ale celor mai
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stabile trei forme enediolice, in fazi gazoasa si in apa. in faza gazoasi, E1 este
specia cea mai stabila, iar reactiile de izomerizare E1 <> E2 si E2 < E3 sunt
caracterizate prin constante de echilibru de 0.13. In api, 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.

Rezultatele aratd ca prezenta solventului (apa) influenteaza atat
parametrii termodinamici, cat si cinetici. in solutie apoasa, AE, AH, AG, AGY ,;
AG# scad cu aproximativ 2-7 kJ-mol’ in reactiile de izomerizare si cu
aproximativ 10-30 kJ-mol™? in reactiile de tautomerism. In faza gazoasa,
constantele de echilibru ale transformarilor ceto-enol E1 < K5, E2 <> K7, E2 «
K14 si E3 <> K13 sunt egale cu 2.46-101° 10.29-10%°, 0.61-10%si 5.21-101,
respectiv. In apa, aceste valori sunt de 1.41-107, 2.73-107, 5.61-107, 3.93-107,
respectiv, ceea ce demonstreazd o crestere semnificativd a vitezelor reactiilor
directe.

4.3. Descriptorii de reactivitate globala si validitatea procedurii KID

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

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

Cei mai simpli descriptori de reactivitate globald sunt primul potential
de ionizare |, definit ca fiind energia necesard pentru a indeparta un electron
dintr-o moleculd, si afinitatea fatd de electroni, A, care masoara capacitatea unei
molecule de a accepta electroni si de a forma anioni. Potentialul chimic (u)
reprezintd aciditatea/bazicitatea intrinsecd a lui Lewis a unui sistem s§i este
intotdeauna negativ; electronegativitatea () reprezintd tendinta atomilor sau
moleculelor de a atrage electroni; electrorigiditatea globala () 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, pana 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 sustinuta de
teorema lui Janak [114]. In special, s-a constatat ci valorile negative ale
orbitalului HOMO dupa Hartree-Fock si Kohn-Sham definesc limita superioara
si, respectiv, inferioara pentru valorile experimentale ale primului potential de
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ionizare [115]. Folosind o aproximare cu diferente finite si teorema lui Koopman
[116], acesti descriptori pot fi exprimati prin urmatoarele ecuatii:

I=Ey,—Ey=—¢€y (4.4)

A =1 Ey — EN+11z —€ (4.5)
p=—x~ =S +4A) ~ (e, +€x) (4.6)

N~ ~(—A)~ (e, — ex) (4.7)

L um?  (aten)? (4.8)

T2 " 20-4) ~ 2(eg+er)
unde ey si €, sunt energiile orbitalilor moleculari cel mai inalt ocupat si cel mai
jos neocupat, HOMO si LUMO, respectiv, si Ey, Ey_1, si Eyyq1 reprezinta
energia sistemelor cu N, N — 1, si N + 1 electroni. Acest lucru sugereaza ca
procedura KID poate fi utilizatd eficient pentru a calcula descriptorii globali
direct din energiile orbitalilor de frontiera, fara 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/antiradicalica, cu toate ca
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
globala 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 A2 (Anexe) prezintd 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 cercetarile experimentale, sugerdnd ca geometria
moleculei trebuie, de asemenea, luata in consideratic in studiile ce implica
radicalii DPPH" si ABTS'™, care sunt specii radicalice cu un numar mare de
atomi.

Tabelul A3 (Anexe) 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 ca
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 Tn Tabelul A3 (Anexe) au fost utilizate pentru a
calcula potentialele verticale de ionizare | si afinitatile electronice A (in eV), si
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descriptorii globali de reactivitate (electronegativitatea y, taria totalda n, si
electrofilicitatea globala w) ale moleculelor studiate. Acesti descriptori, impreuna
cu energiile orbitalilor HOMO si LUMO (in eV), sunt prezentate in Tabelul A4
(Anexe).

Partea din stinga a Tabelul A4 (Anexe) arati rezultatele obtinute
presupunand validitatea teoremei lui Koopman, iar partea din dreapta arata
rezultatele obtinute din valorile verticale calculate ale | si A. Dupa cum se poate
observa din TabelulA4 (Anexe), teorema lui Koopman este valabilda pentru
calcule efectuate in solventii utilizati (apa si metanol).

Pentru faza gazoasd, electronegativitatea este prezisa surprinzator de
bine, 1n timp ce duritatea totala este de 2 ori mai mic4, iar electrofilia este de 2 ori
mai mare decat datele obtinute din utilizand valorile verticale calculate ale I si A.
Aceste rezultate sugereaza ca Procedura KID este valabila si poate fi utilizatd in
studii ulterioare ale compusilor inruditi in solvent (apa, metanol). Calculele
demonstreaza céd acidul DFH4 1 poseda cele mai mari valori ale electrofilicitatii si
electronegativitatii, 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 globald, DFT permite calcularea
descriptorilor locali, care atribuie o valoare fiecdrui punct din spatiu, oferind o
perspectiva asupra reactivititii moleculei in punctul r din spatiu, fiind astfel
indicatori de regioselectivitate.

Tn cadrul DFT, primul descriptor local de reactivitate care este utilizat
pentru a caracteriza interactiunile electrostatice dintre molecule este densitatea
electronicd p(7). Totusi, atunci cAnd reactiile chimice se datoreazi 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 definitd in termenii derivatei lui p(7) fata de N, data
de ecuatia. (4.9), dupa cum urmeaza:

1@ = (59). ., (49)
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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.

Tn functie de densitatile electronice totale, functiile Fukui pot fi definite
in doud 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]:

= (D) = e =@ (4.10)
170 = (%52, , = 2 = pva ) (4.12)
@) =3 [pwer () = py-a (] (4.12)

unde p(7) este sarcina atomicd in situsul atomic r, pentru speciile neutrd (N),
anionica (N+1) si cationica (N—1).

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

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

@ = (Z2) =@ - (419)
V()

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, cdnd nu se poate obtine
o informatie exactd din f*(7) si f (), deoarece este o combinatie a celor doua.
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 densitatile orbitalilor moleculari de frontiera
(aproximarea orbitalilor moleculari de frontiera, FMOA), ec. (4.13) se transforma
in ec. (4.14) dupa cum urmeaza:

f @ T = prumo (@) = Promo (T) (4.14)
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In aceastd forma, aceasta expresie implica faptul ca reactivitatea locala a
moleculei depinde numai de densitétile 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 f*(r) si f~(r) [117].

Recent, Luis R. Domingo a introdus si alti descriptori de reactivitate
locala, in conceptul sau de Teorie a densitatii electronilor moleculari (MEDT), si
anume functiile Parr [119,120] care pot fi considerate ca o alternativa a functiilor
Fukui pentru descrierea zonelor din interiorul moleculelor unde vor fi favorizate
atacurile nucleofile sau electrofile. Functiile Parr pot fi exprimate prin
urmatoarele ecuatii:

P=(r) = ps°(r) (4.15)

PT(r) = ps*(T) (4.16)
unde P~ () si P*(7) sunt functiile Parr nucleofilici si electrofilicd, respectiv, si
pre(r) si pi®(r) sunt legate cu densitatea atomica de spin a radical cationului si
radical anionului, respectiv [121].

De remarcat, totusi, cd 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 decét la speciile neutre [119].

Pentru a depasi acest posibil neajuns, Tn 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) daca (1 < wy /Ny, < 2)sau (1 < Np/wy <2)
atunci Rk = (wy, + Ny )/2 — ambifilic (R, =+ n.nn)
altfel Rk = (wy — Ny)

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

(c) 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 k, In timp ce magnitudinea n.nn este o masura a activarii locale.
Electrofilicitatea locald (wy) si nucleofilicitatea locald (N ), in situsul atomic k
sunt definite in termenii functiilor Fukui relevante, f; si f;,, conform relatiilor:
wp = fi (4.17)
Ne=N-fy (4.18)
unde N este nucleofilicitatea definita relativ tetracianoetilenei (TCE) [122]. TCE
este folosit ca referintd deoarece prezintd cea mai scazuta energie HOMO dintr-0
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serie mare de molecule deja investigate, permitand crearea unei scari normalizate
de valori pozitive:
N = Enomovw (eV) — Evomocree) (eV) (4.19)

Functiile Fukui condensate la situsul atomic k, pentru atacul nucleofil
(fiF) si pentru atacul electrofil (f;) sunt date in functie de populatia respectiva
qr(N) a sistemului N—electronic al situsului atomic k, de cétre ecuatiile 4.20,
4.21 dupa cum urmeaza:

fi = ax(N+1) — q(N) (4.20)
fi = ax(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 arata
regiunile potentiale negative, care se asteaptd 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 raza lungd in comparatie cu efectele de transfer de electroni
caracterizate de descriptorul dual [123]. O harta clasica a potentialului
electrostatic molecular (MEP) indica regiunile rosii cu potential electrostatic
negativ, locurile albastre reprezinta regiunile cu potential electrostatic pozitiv, iar
partile de culoare verde reprezinta regiunile cu potential zero.

In cadrul acestui sub-capitol au fost investigati DFHy 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 faza gazoasa, iar absenta valorilor
negative 1n profilul vibrational a confirmat adevaratele minime. Pentru a analiza
efectul apei, aceste structuri au fost utilizate Tn continuare ca punct de plecare
pentru o optimizare la B3LYP/6—311G(d,p) in apa, 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 utilizdnd 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 frontiera 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 A (in eV), precum si energiile
HOMO si LUMO, in fazi gazoasd si in solvent (apad 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 refera la modul arbitrar
de alegere a sarcinilor [124]. in cadrul cercetarilor 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 catre indicii de reactivitate
locald, a fost de asemenea utilizatd harta potentialului molecular electrostatic
(MEP).

Potentialul electrostatic molecular este foarte informativ in ceea ce
priveste distributia de sarcind nucleara si electronicd a moleculelor, pe langa
faptul cd este un instrument util in interpretarea si predictiea reactivitatii chimice.
Harta MEP este utilizata 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 bogatd in electroni (negativa), culoarea
albastrd se refera la regiunea sdracd in electroni (pozitiva), iar culoarea verde
inseamni 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;", fi si f; sunt negative
atat in gaz, cat si In solvent (apa si metanol). Acest lucru inseamna ca in specia
cationica densitatea electronicd se mareste, iar In specia anionicd densitatea
electronica scade pe toti atomii. Ayres si colab. au sugerat anterior cd 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 dacaf ® () <
0, atunci locul poate fi favorabil pentru un atac electrofil [117, 127].

Pentru DHF,, rezultatele prezentate Th Tabelul A5 (Anexe) aratd ca in
faza gazoasd, conform valorilor descriptorului dual, situsurile preferate pentru
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atacuri nucleofilice sunt 08 si 010 (£ = 8.6) urmate de C2 si C3 (£’ = 3.8),

in timp ce situsurile preferate pentru atacurile electrofile sunt C1 si C4 (fk(z) =

—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, n timp ce C2 si C3 (P, = 24.3) si 08 si 010 (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=0 si
perechile de electroni liberi ale oxigenului si prin urmare, unele dintre grupuri pot
avea un comportament ambifilic.

Harta MEP a DFH, (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, sa fie abordate de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau
negativi).

(b) EDM 2
Fig. 4.7. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic Ry, (pe dreapta)
ale DFH4 1 si EDM 2, in metanol
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Pentru a verifica aceasta afirmatie, a fost calculat indicele local al
diferentei de reactivitate R, (Tabelul A5). Rezultatele confirma ca C2, C3 si O8,
010 sunt situsuri ambifilice care pot actiona ca electrofile si nucleofile in faza
gazoasi. In apd si metanol, descriptorii de reactivitate cresc usor, iar tendinta
ramane aceeasi, cu singura diferentd cd 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 A6 (Anexe) prezinta valorile descriptorului dual fk(z), 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.

Tn general, rezultatele prezintd un tablou aseminitor celui in cazul
DHF,, 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 in api si R, de + 0.53 in metanol, similare valorilor obtinute in
cazul DHF4 in apa si metanol.

Aceste  rezultate ofera o bund explicatie a  activitatii
antioxidante/antiradicale ridicate a DHF4 1 si EDM 2, raportate in capitolul
precedent, fatd de radicalul DPPH" si cationul radicalul ABTS™*. Reactivitatea
puternicd a fragmentului ene-diolic, cu cei doi oxigeni hidroxilici ambifili,
asigurd transferul electronului (si a atomului de hidrogen) spre speciile radicale
reactive, inactivandu-le.
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Fig. 4.8. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic R;, (pe dreapta) ale
anilidei 5 si fumaramidei 6, in metanol

Tabelul A7 (Anexe) prezintd valorile descriptorului dual £, functiile
Parr electrofilice P si nuceofilice P, si indicele local al diferentei de reactivitate
R, pe atomii moleculei de anilidd 5, calculate in vid, in apd si metanol. Desi
valoarea descriptorului dual sugereazd cd 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 ca C3 va fi
favorizat pentru atacul electrofilic, fiind urmat de C21 si O8 pentru api. In
metanol tabloul este similar.

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

Indicele local al diferentei de reactivitate Ry indica asupra faptului ca in
vid exista doua situsuri ambifilice practic echivalente, O8 (R = £0.28) si C3 (R¢=
+0.26); in apa cel mai important atom cu reactie ambifilicd este O8 (Ry= £0.41),
iar in metanol exista doua situsuri ambilice, O8 (Rx = £0.44) si 010 (R¢ = +0.36).

Tabelul A8 (Anexe) prezinta valorile descriptorului dual fk(z), functiile
Parr electrofilice P;fsi nuceofilice Py, si indicele local al diferentei de reactivitate
R, pe atomii moleculei de fumaramida 6, calculate in vid, apd si metanol.
Valoarea descriptorului dual sugereaza ca C2 si C3 vor fi situsurile preferate
pentru atacul electrofilic in vid (f* = —10.5) si in metanol (f* = —16.7), iar in
apa - situsurile C1 si C4 (fk(z) =-27.0).

Functia P indici ci situsurile C1 si C4 vor fi preferate pentru atacul
nucleofilic Tn toate mediile cercetate, in timp ce descriptorul P, sugereaza ca C2
si C3 vor fi favorizate pentru atacul electrofilic, fiind urmat de O8 si O10.

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

Tabelele A9 si A10 (Anexe) prezinta valorile descriptorului dual fk(z),
functiile Parr electrofilice Py si nuceofilice Py , si indicele diferentei de
reactivitate locala R, pe atomii moleculelor derivatilor mono- MBD 12 si bis-
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BBD 13 benzimidazolici ai DHF4, respectiv, calculate in vid, in apd si in
metanol.

Pentru MBD 12, valorile descriptorului dual prezentate in Tabelul A9
aratd cd in faza gazoasa, pentru atacuri electrofile va fi preferat situsul O8 (fk(Z) =
—17.2), iar in apé - situsul C4 (f*) =-18.5).

Valorile calculate ale functiilor Parr indicd asupra faptului ca C2 este
situsul preferat pentru atacurile nucleofilice atat in gaz (P} = 16.7) cit si in apa
(P¢ = 16.3), urmat de C6 (P{ = 16.7 in gaz si P; = 16.7 in apd), desi valorile
descriptorului dual aratd o afinitate fatd de electrofili a acestor regiuni. Locurile
favorizate pentru atacurile electrofilice vor fi C4, atat in gaz (P, = 23.3) cat si in
apa (P, = 25.2), urmat de C15 (P, = 15.0) si O5 (P, = 12.3) in gaz, si de O5
(P, =15.4) si C15 (P, = 10.5) in ap4, si in acest caz, rezultatele date de P, sunt
in concordanta cu descriptorul dual.

Indicele local al diferentei de reactivitate R, (Tabelul A9) sugereaza ca
atat In gaz cat si in solventi, exista cateva situsuri ambifilice cu magnitudinea
pana la * 0.30, si un numar mai mare de situsuri nucleofilice. Doud cele mai
importante situsuri ambifilice sunt C4 (R, de £ 0.52 in apa si de £ 0.51 in
metanol) si O5 (R de £ 0.34 in 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 A10
aratd cd atat in faza gazoasa cat si in apa, pentru atacuri electrofile vor fi preferate

situsurile C2 si C4 (f”) = ~11.2 in gaz si —15.3 in api). Valorile calculate ale
functiilor Parr indica asupra faptului ca C2 si C4 vor fi preferate pentru atacurile
nucleofilice atat in gaz (P§ = 10.4) cat si in apd (P; = 11.4), si aceleasi situsuri
vor fi favorizate pentru atacurile electrofilice (P, = 12.8 in gaz si P, = 15.3 n
apa).

Indicele local al diferentei de reactivitate R, (Tabelul A10) aduce o
explicatie a rezultatelor anterioare, cici anume C2 si C4 sunt doud cele mai
importante situsuri ambifilice, cu valorile R, de + 0.22 in gaz, £ 0.44 in apd si
metanol, fiind de asemenea cele mai active situsuri pentru atacurile nucleofile
atat Tn gaz cét si in solventi.

Harta MEP a derivatului BBD 13 (Figura 4.9b) confirma ca regiunea pe
C4, C4, 03 si O5 este foarte aproape de valori neutre, sugerand ca aceste situsuri
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ar putea fi favorizate in atacuri de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili
(neutri sau negativi).
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Fig. 4.9. Hartile MEP (pe stanga) si indicele ambifilic Ry, (pe dreapta) ale
MBD 12 si BBD 13, Tn metanol

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 mai semnificativ in
testul cu ABTS™. Din acest motiv cercetarea indicatorilor de reactivitate locald a
acestor derivati de asemenea prezinta interes, in special pentru a face posibild o
comparatie cu derivatii descrisi mai sus.

Tabelul A1l (Anexe) prezintd descriptorul dual fk(z) , functiile Parr
electrofilicd P si nucleofilicd Py, precum si indicele diferentei de reactivitate
locald R¢ pe atomii fumaramidei MEAD 7, calculate in vacuo, in api si metanol.
Tn general, rezultatele arati aceleasi situsuri reactive ca si pentru ceilalti derivati
cercetati. Existd totusi o diferentd ce tine de reactivitatea maritd a situsurilor C2
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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 apd 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 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 A12 prezinta descriptorul dual fk(z), functiile Parr electrofilica
P si nucleofilica P, precum si indicele diferentei de reactivitate locald Ry pe
atomii fumaramidei MPAD 8, calculate in vacuo, in apd si metanol. Situsurile
reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul enediolic. Descriptorul dual fk(z)
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, cit si pentru apa si metanol. Functia electrofila P aratd ca
pentru atacurile nucleofile vor fi preferate situsurile C1, C2, C7 si C22. Indicele
diferentei de reactivitate locald confirma ambifilicitatea situsurilor C1, C2 (R¢ =
%0.58) 51 03, 05 (R«==+0.46).

Harta MEP a fumaramidei MPAD 8 (Figura 4.10b) confirmi ca
situsurile C2 si C3 sunt foarte aproape de neutru, sugerdnd ca aceste locuri ar
putea fi, Intr-adevar, atacate de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri
sau negativi), Tn timp ce O3 si O5 sunt moderat negative.

Tabelul A13 (Anexe) prezinta descriptorul dual £ *, functiile Parr
electrofilicd Py} si nucleofilicd P, , precum si indicele diferentei de reactivitate
locald Ry pe atomii fumaramidei 9, calculate in vacuo, in apa si metanol.
Situsurile reactive sunt plasate pe atomii din fragmentul enediolic. Descriptorul

dual fk(z) sugereazd ca situsurile C1, C2, O3 si O4 vor fi preferate pentru

atacurile electrofile, fapt confirmat in totalitate de cétre valorile functiei Py
nucleofile, atat pentru faza gazoasa, cat si pentru apa si metanol.
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b) MPADS

Fig. 4.10. Hartile MEP (pe stinga) si indicele ambifilic R, (pe
dreapta) ale MEAD 7 (a) si MPAD 8 (b), in metanol

Functia electrofild P aratd ca pentru atacurile nucleofile vor fi preferate
situsurile C2 si C8, in toate mediile cercetate. Indicele diferentei de reactivitate
locald confirma ambifilicitatea situsurilor C1 (Rqde =0.30 in gaz, +0.58 in apa,
+0.57 in metanol), C2 (R¢de £0.31 in gaz, +0.60 in apa, +0.58 in metanol) si O3
(Rk de +0.25 1n gaz, £0.42 in apa, +0.41 in metanol), O4 (Rcde +0.25 in gaz,
10.41 in apd si metanol).

Harta MEP a fumaramidei 9 (Figura 4.11a) confirma ca situsurile C1,
C2 si 03, 04 sunt foarte aproape de neutru, sugerand ci aceste locuri ar putea fi,
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intr-adevir, atacate de electrofili (neutri sau pozitivi) si nucleofili (neutri sau
negativi).

I '
2048 (@) @

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

Tabelul A14 (Anexe) prezintd descriptorul dual fk(Z), functiile Parr
electrofilicd Py si nucleofilicd Py, precum si indicele diferentei de reactivitate
locala Ry pe atomii fumaramidei 10, calculate in vacuo, in apa si metanol. In
general, rezultatele aratad aceleasi situsuri reactive ca si pentru celelalte
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fumaramidele MEAD 7, MPAD 8 si fumaramida 9. Descriptorul dual fk(z)
sugereaza ca situsurile Cl, C2, O3 si O4 vor fi preferate pentru atacurile
electrofile, fapt confirmat in totalitate de catre valorile functiei P, nucleofile, atét
pentru faza gazoasd, cét si pentru apd. Functia electrofild P; aratd ci 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) si O3 (R«=%0.24) in gaz, si C1, C2 (R¢==0.52)
si O3 (R«==x0.42), 04 (R«==0.41) in apa, si C1, C2 (R«==%0.48) si O3 (Rxk=
0.39), 04 (R«k==0.37) in metanol.

Harta MEP a fumaramidei 10 (Figura 4.11b) confirma ca situsurile C1 si
C2 sunt usor pozitive, Tn timp ce O3 si O4 sunt usor negative.

Tabelul A15 (Anexe) prezintd descriptorul dual fk(z), functiile Parr
electrofilicd P;f si nucleofilicd P;, precum si indicele diferentei de reactivitate
locald Ry pe atomii fumaramidei 11, calculate in vacuo, in apa si metanol. Tn
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
legdtura dubla. Descriptorul dual £*) sugereaza ca situsurile C1, C2, O3 si O4
vor fi preferate pentru atacurile electrofile, fapt confirmat n totalitate de catre
valorile functiei P, nucleofile, atat pentru faza gazoasa, cat si pentru apa si
metanol. Functia electrofili P; aratdi ci pentru atacurile nucleofile vor fi
preferate situsurile C1, C2, CS5 si C8, atat pentru faza gazoasa, cat si pentru apa si
metanol. Indicele diferentei de reactivitate locald confirmad ambifilicitatea
situsurilor C1, C2 (R¢==0.31) in gaz, si C1, C2 (R¢==0.44 in apa, Rx==0.57
n metanol) si O3 si 04 (R¢=%0.34 in apd, R« =%0.41 in metanol) in solventi.
Harta MEP a fumaramidei 11 (Figura 4.11c) confirma ca situsurile C1,C2, O3 si
04 sunt foarte apropiate de neutru.

4.6. 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].

Tn mecanismul HAT, radicalul liber (R") rapeste un atom de hidrogen
din antioxidant (AH), dand nastere formei radicalice de antioxidant. In acest caz,
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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 urmatid 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 scizute ale IP si PDE vor avea
activitate ridicata [128-131].

Mecanismul SPLET consti, de asemenea, din doui 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 afinitétii protonilor
(PA) a anionului de antioxidant. Entalpia de reactie a celei de-a doua etape,
ruperea electronului, corespunde entalpiei de transfer al electronului (ETE). Tn
cercetarea de fata au fost calculate valorile BDE, IP, PDE, PA si ETE intr-un
efort de a elucida cel mai probabil mecanism prin care DHF 1si manifesta
activitatea antioxidantd fatd de radicalul DPPH". Cu acest scop, au fost utilizate
valorile entalpiilor calculate la 298.15 K la nivelul de teorie B3LYP/6-
311+G(d,p), conform ecuatiilor de mai jos [128,129]:

BDE = H(DFH5") + H(H") — H(DFH,) (4.22)
IP = H(DFH,*™) + H(e") — H(DFH.) (4.23)
PDE = H(DFHz") + H(H*) — H(DFH/*™) (4.24)
PA = H(DFHs") + H(H*) — H(DFHJ) (4.25)
ETE = H(DFHz) + H(e") - H(DFHs") (4.26)

Entalpiile speciilor moleculare H(X) la temperatura T sunt calculate
utilizdnd expresia:

H(X) =Eo+ ZPE + AHuans + Anirot +Anvio + RT (4.27)
unde Eg este energia electronica totald, ZPE - este energia in punctul zero, AHyans,
AHrot, AHyip sunt contributiile de translatie, rotatie si vibratie la entalpie,
respectiv. Termenul RT este adaugat pentru a converti energia in entalpie [131].

Pentru a calcula indicii de mai sus, sunt necesare entalpiile atomului de
hidrogen, protonului si electronului in faza gazoasd si apa. Entalpia in 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 apad constituie: -4.0, -100.9 si -1056.6
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
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toti trei cei mai abundenti izomeri, E1, E2 si E3. Un alt moment important consta
in faptul cé reiesind din structura geometrica 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 (apa) sunt prezentate in Figura 4.12.

1. izomerul E1 . izomerul E2 . izomerul E3

T T

4. izomerul E1 cu 5. izomerul E2 cu 6. izomerul E2 cu 7. izomerul E3 cu
hidrogenul hidrogenul hidrogenul hidrogenul
hidroxilic cedat hidroxilic H1 cedat  hidroxilic H2 cedat hidroxilic cedat

Fig. 4.12. Speciile moleculare cu caracter antioxidant cercetate in apa

Valorile obtinute ale BDE, IP, PDE, PA, si ETE (kJ-mol?) pentru
izomerii DFH, (prezentate Tn Figura 4.12) in vacuo si in apd sunt redate in
Tabelul 4.21, unde cea mai micd valoare indica 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 micid decét valorile obtinute
pentru primele etape ale mecanismelor SET-PT (IP = 864.81 kJ-mol ) si SPLET
(PA =1357.21 kJ-mol™). Tn solvent, situatia este complet diferita, si mecanismul
HAT este cel mai putin probabil, cu valori ale BDE de 5 ori mai mari decat in
vacuo. In schimb, valorile PA in solutie sunt cu putin peste 100 kJ-mol™, in timp
ce valorile pentru IP sunt in jur de 500 kJ-mol?. Astfel, cel mai probabil
mecanism prin care se manifestd activitatea antioxidantd in solutie este
mecanismul SPLET, iar cea mai activa specie este izomerul E1 (PA = 108.61
kJ-mol?), urmat indeaprope de izomerul E2 (PA = 111.95 kJ-mol?). Trebuie
mentionat, ci datoritd faptului cd izomerul E2 are doud grupari carboxilice
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orientate diferit (una syn- si una anti-), hidrogenii grupérilor hidroxilice nu sunt
echivalenti. Astfel, in urma interactiunii cu radicalul DPPH" izomerul E2 poate
ceda unul din cei doi hidrogeni de la gruparile hidroxil, iar calculele arata ca
anume structura prezentatd in Figura 4.12(5) va fi cea mai probabild, cu valoarea
PA = 111.95 kJ-mol?, fatd de structura din Figura 4.12(6), cu valoarea PA =
123.59 kJ-mol. Astfel, cel mai usor este cedat radicalului anume hidrogenul din
gruparea OH legatd de carbonul adiacent gruparii carboxilice cu orientare Syn-.

Tabelul 4.4. 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 IP PDE PA ETE

Invacuo lzomerul E1 347.13 864.81 792.04 | 1357.21 305.84

Izomerul E1 1635.11 | 500.93  -19.32 108.61 373.00

n
solvent
(apd)

Izomerul E2? 1633.58 | 496.88 -16.79 111.95 368.13

Izomerul E2° 1638.36 | 496.88 -12.01 123.59 361.27
Izomerul E3 1636.36 | 486.44 -3.57 127.87 355.00

Nota: notatia E22 este utilizata pentru a insemna faptul cé la interactiunea cu radicalul,
izomerul E2 cedeazd hidrogenul din gruparea OH legatd de carbonul adiacent gruparii
carboxilice cu orientare syn-, iar notatia E2° este utilizatd pentru a insemna faptul ci la
interactiunea cu radicalul, izomerul E2 cedeaza hidrogenul din gruparea OH legata de
carbonul adiacent gruparii carboxilice cu orientare anti-.

Tindnd cont de cele expuse mai sus, putem prezenta schematic
mecanismul primei etape a interactiunii acidului DFH. cu radicalul DPPH®
conform reactiilor de mai jos:

In vacuo, conform mecanismului HAT:
DFH, + DPPH" — DFHz + DPPH-H (4.28)
unde DFH, este prezent sub forma izomerului E1, prezentat in Figura 4.12(1).
Tn solvent (apa) transferul hidrogenului are loc in doui etape (SPLET) si anume:
DFHs — DFH3z™ + H+ (4.29)
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DFH;~ + DPPH* + H+ — DFHs" + DPPH-H (4.30)
unde DFH3™ va avea cel mai probabil structura prezentata in Figura 4.12(5).

Tabelul 4.5. Valorile calculate ale BDE, IP, PDE, PA, si ETE (kJ-mol?)
pentru esterul 2, anilida 5 si MBD 12 in vacuo si in apa.

Mecanismul
Mediul Specia HAT SET-PT SPLET
BDE IP PDE PA ETE

Esterul 2 1648.96 | 670.47 -175.01 | 382.66 112.79
va'guo Anilida 5 1660.19 | 648.52 -141.83 | 377.91 128.77
MBD 12 1634.50 | 621.44 -140.43 | 318.64 162.36
- Esterul 2 1634.07 | 475.99 457 | 13539 34517
solvent  Anilidas 1636.57 | 455.02  28.05 | 146.79 336.28
@) vpp 12 1614.42 | 43382  27.007 | 11653 344.39

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

Pentru esterul 2 al acidului dihidroxifumaric, analiza datelor obtinute
relevd faptul ca atdt in vacuo cét si in apa, cel mai favorizat va fi mecanismul
SPLET (PA = 382,66 kJ-mol* si 135,39 kJ-mol*, respectiv).

Pe baza informatiilor de mai sus, semireactiile cu radicalul DPPHe au
fost scrise pentru mecanismele HAT, SET (prima etapa a procesului SETPT) si
PL (prima etapa a procesului SPLET), si a fost calculatd energia liberd Gibbs
(A/G®) a reactiilor. In faza gazoasa, valorile energiei libere Gibbs (A/G%) sunt
minime pentru mecanismul HAT (28,3 kJ'mol™), indicind preferinta acestei
reactii in faza gazoasa. Mai mult, valorile Gibbs ale energiei libere ale reactiilor
in apa (modelul SMD) sunt, de asemenea, minime pentru mecanismul HAT, 12,2
kJ-mol L. Pentru mecanismul SET, valoarea A;G° in apa este de 448,9 kJ-mol?,
ceea ce 1l face cel mai putin favorizat mecanism. Pentru mecanismul PL, valoarea
A/G? este de 80,6 kJ-mol™, ceea ce este mai mare decét pentru HAT, dar trebuie
tinut cont aici si de valorile mai joase ale PA in gaz si in apa decat cele ale HAT.
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Pentru anilida 5, analiza datelor obtinute releva faptul ca atat in vacuo
cat si in apd, cel mai favorizat va fi mecanismul SPLET (PA = 377,91 kJ-mol* si
146,79 kJ-mol™, respectiv).

Pe baza informatiilor de mai sus, semireactiile cu radicalul DPPHe au
fost scrise pentru mecanismele HAT, SET (prima etapa a procesului SETPT) si
PL (prima etapd a procesului SPLET), si a fost calculatd energia liberd Gibbs
(A/G®) a reactiilor. In faza gazoasa, valorile energiei libere Gibbs (A/G%) sunt
minime pentru mecanismul HAT (10,3 kJ-mol?), indicind preferinta acestei
reactii in faza gazoasa. Mai mult, valorile Gibbs ale energiei libere ale reactiilor
in apa (modelul SMD) sunt, de asemenea, minime pentru mecanismul HAT, de -
13,3 kJ-mol™. Pentru mecanismul SET, valoarea A,G® in api este de 108,6
kJ-mol?, ceea ce il face cel mai putin favorizat mecanism. Pentru mecanismul PL,
valoarea A/G este de 58,8 kJ-mol™, ceea ce este mai mare decat pentru HAT, dar
trebuie tinut cont aici si de valorile mai joase ale PA in gaz si in apa decat cele
ale HAT.

Pentru acidul MBD 12, analiza datelor obtinute releva faptul ca atat in
vacuo cat si in apa, cel mai favorizat va fi mecanismul SPLET (PA = 318,64
kJ-mol* si 116,53 kJ-mol™, respectiv).

Pe baza informatiilor de mai sus, semireactiile cu radicalul DPPHe au
fost scrise pentru mecanismele HAT, SET (prima etapa a procesului SETPT) si
PL (prima etapa a procesului SPLET), si a fost calculatd energia liberd Gibbs
(A/G®) a reactiilor. Atat in faza gazoasd cat si in apd, valorile energiei libere
Gibbs (A/G®) sunt minime pentru mecanismul HAT, indicind preferinta acestui
mecanism. Pentru mecanismul SET, valoarea A;G° in apd este de 87 kJ-mol”,
ceea ce il face cel mai putin favorizat mecanism. Pentru mecanismul PL, valoarea
A/GO este de 32,1 kJ-mol?, ceea ce este mai mare decat pentru HAT, dar trebuie
tinut cont aici si de valorile mai joase ale PA 1n gaz si in apa decat cele ale HAT.

Astfel, tinand cont de faptul ca unele reactii nefavorabile termodinamic
(ale cdror energii de reactie nu depasesc 50 kJ-mol™) trec prin stiri de tranzitie
joase, ceea ce indica faptul cd in astfel de cazuri cinetica reactiei poate fi factorul
determinant. Prin urmare, ludnd 1n considerare rezultatele parametrilor
termochimici intrinseci si cele obtinute pentru semireactii, putem concluziona ca
mecanismul PL este cel mai probabil atdt pentru acidul dihidroxifumaric cat si
pentru derivatii cercetati ai acestuia.
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4.7. Estimarea proprietitilor farmaco-cinetice si de toxicitate a derivatilor
cercetati

Pentru a fi eficientd ca medicament, o molecula activa trebuie sa-si
atinga tinta in organism intr-o concentratie suficienta si sa ramana n locul stabilit
intr-o forma bioactiva suficient de mult timp pentru a avea loc evenimentele
biologice preconizate. Dezvoltarea formelor medicamentoase implica evaluarea
absorbtiei, distributiei, metabolismului, excretiei si toxicitatii (ADMET) cat mai
devreme n procesul de cercetare [132]. Tn 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 probabilitatii ca derivatii cercetati sa devind potentiali candidati
pentru dezvoltarea medicamentelor. Majoritatea companiilor farmaceutice au
inceput a folosi aceastd abordare computationald pentru screening-ul
medicamentelor inca 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]. Tn cadrul tezei de fata a fost
efectuatd, de asemenea, o predictie asistata de computer a proprietatilor farmaco-
cinetice si a profilului de toxicitate a derivatilor studiati, utilizand softurile
SwissADME [132] si pkCSM [133]. SwissADME oferd acces la cinci filtre
bazate pe reguli acceptate. Aceste filtre provin adesea din analizele efectuate de
marile companii farmaceutice care urmaresc sd imbunatateascd 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.

S-a constatat cd majoritatea structurilor cercetate Tndeplinesc regula de
cinci a lui Lipinski, si satisfac filtrele Ghose, Veber si Egan, majoritatea atingand
un scor bun de biodisponibilitate. Un alt atribut important este solubilitatea in apa
a compusului, importantd pentru absorbtia si distributia acestuia in organism.
Conform rezultatelor, se poate observa ca majoritatea compusilor sunt foarte
solubili in apa.

A fost evaluatd penetrabilitatea pielii, adica viteza unei molecule de a
patrunde in stratum corneum, pentru a determina potentialul de a crea o forma de
administrare transdermicd a medicamentului. Se considerd cd o moleculd va
patrunde in piele la valoarea log Kp mai mare de -2,5 cm/h [132]. S-a descoperit
cé toti derivatii cercetati au 0 penetrabilitate a pielii moderata spre buna. Caco-2
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este celula de adenocarcinom colorectal epitelial uman si permeabilitatea acesteia
se utilizeaza pentru a calcula aportul de medicamente orale.

Majoritatea compusilor s-au dovedit a avea valori de permeabilitate
moderate pana la puternice pentru Caco-2 (valori log Papp > 0,90 cm/s).

Determinarea daca o substantd este inhibitor/substrat al P-gp este
metoda principald 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 demonstreaza ca majoritatea compusilor au o absorbtie
ridicatd in tractul gastro-intestinal. Din sirul de compusi cercetati, nici unul nu
are capacitatea de a traversa bariera sanguind 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 Tn 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
medicamentoasd, interactiuni medicament-medicament si alte efecte adverse.
Toti compusii cercetati sunt non-inhibitori/substraturi ale izoenzimelor, in afard
de compusul BBD 13, care este posibil inhibitor al catorva izoenzime.

Pentru a prezice calea de excretie, a fost evaluat clearance-ul total atat
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 ardtat 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 posedai 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
asemanarea cu medicamentele ale substantelor cercetate, au fost estimate
rezultatele radarului de biodisponibilitate.
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Figura 4.13 prezintd radarele de biodisponibilitate a substantelor
cercetate, demonstrand proprietati semnificativ asemanatoare medicamentelor
[143].

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 moleculard < 500g/mol;
POLAR (polaritate): 20A% < TPSA < 130AZ%
INSOLU (insolubilitate): -6 < log S (ESOL) < 0;
INSATU (nesaturatie): 0.25 < fractiunea de atomi de C in hibridizarea sp3 <
1
FLEX (flexibilitate): 0 <nr. de legaturi ce pot fi rotite < 9.

Se observa din Figura 4.13 cd majoritatea substantelor se inscriu in
totalitate in zona colorata a radarului, iar cele care nu se inscriu, o depasesc de
reguld intr-un singur criteriu.
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INSATU POLAR

L

g) Fumaramida9 h)  Fumaramida 10

) Furﬁéramida 11
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SiZE FLEX SIZE

INSOLU

) MBD12 k) BBD 13

Fig. 4.13. Radarele de biodisponibilitate pentru substantele cercetate: (a) acidul
DFH, 1, (b) esterul EDM 2, (c) 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

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

COVID-19 este o noud boald infectioasd cauzata 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 Tmpotriva acestuia va fi un
proces indelungat [144]. In situatia actuald, este clard necesitatea de a ciuta
tratamente alternative cu efecte antivirale puternice, si in acelasi timp cu efecte
secundare minime. Astfel, rezultatele cercetarii de fatd ar putea contribui la
curs de desfasurare.

Virusul COVID-19 infecteaza celulele prin legarea glicoproteinei spike
(S) de enzima de conversie a angiotensinei 2 (ACE2), care este atasata de
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membranele celulare ale celulelor situate in plamani, artere, inima, rinichi si
intestine. Pentru a finaliza intrarea in celuld, enzima proteaza TMPRSS2 trebuie
sa 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 gazdd si se deschide. Prin urmare, perturbarea functionarii
uneia sau mai multor enzime implicate in replicarea, transcriptia sau translarea
virala poate fi 0 cale eficientd pentru a opri situatia de urgenta a acestei pandemii
[144,145].

1n 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 moleculara (molecular docking). Andocarea se
bazeaza pe interactiunea moleculelor mici, cunoscute sub numele de liganzi sau
inhibitori, cu situsurile active ale proteinei tinta (receptor). Acest proces de legare
non-covalentd este utilizat pentru prezicerea afinitatii de legare intre cele doud
molecule [146].

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

CB-Dockz2 faciliteaza procedura de andocare si imbunatiteste acuratetea
prin prezicerea site-urilor de legare ale proteinelor tinta, folosind o abordare
proprie de detectie a cavitatii bazatd pe curbura (CurPocket). Metoda de andocare
utilizata in aceastd procedura este FitDock, o metoda dezvoltatd interna care se
potriveste conformatiei initiale la sablonul dat folosind o abordare ierarhica 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 principald a acestuia (MP™), care este esentiala 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
simulari computationale au fost publicate recent avand ca obiectiv central studiul
interactiunii dintre proteaza principalda MP si compusi chimici deja cunoscuti
pentru puternicele lor proprietati antiinflamatoare si antioxidante, cu scopul de a
descoperi daca acestia se pot lega de portiuni diferite de MP™, ceea ce ar insemna
utilitatea acestor compusi in dezactivarea virusului SARS-CoV-2. ldentitatea
secventei aratd ca proteaza principald SARS-CoV-2 este identicd cu cea a altor
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virusi SARS-CoV 1n proportie de 96% [152], fiind un alt motiv de Tncurajare a
cercetarilor in acest domeniu.

Structura cristalind a proteazei principale (denumita si 3CLpro sau
proteaza asemandtoare 3-chimotripsinei [153]) este prezentd in baza de date
Protein Data Bank (PDB) sub diferite coduri (de exemplu 6LU7, 6M03, 6W4B,
6Y84, 6YB7, 5R7Y, 5R7Z, 5R80, 6M03, etc.) [154]. in cercetarea de fatd a fost
utilizatd structura cristalind a MP™ cu codul PDB: 6LU7 [155], iar aceastd
structurd cristalografica este codificata in genomul viral in combinatie cu
inhibitorul N3.

In cadrul cercetirii de fatd a fost efectuati andocarea moleculara intre
proteaza principala (MP) a virusului SARS-CoV-2, ce contine 312 aminoacizi,
si compusii studiati experimental anterior: acidul DFHa, derivatii sintetizati ai
acestuia, precum si acidul ascorbic, pentru comparatie. Andocarea moleculara are
ca scop dezviluirea a doud informatii semnificative: in primul rand, conformatia
corectd a complexului format ligand-receptor si in al doilea rand, afinitatea de
legare care reprezintd o aproximare a energiei libere de legare. Tabelul 4.6
prezinta valorile afinitatilor de legare ale compusilor cercetati la proteaza virala,
Figura 4.15 prezintd structurile tridimensionale si bidimensionale ale acestor
interactiuni, iar Tabelul 4.7 - lista legaturilor de H intre aminoacizii proteazei
principale a SARS-COV-2 si compusii cercetati.

Tabelul 4.6. Rezultatele andocarii moleculare a compusilor cercetati la
proteaza principali a virusului SARS-COV-2

Identificatorul C Afinitatea de legare,
A ompusul cercetat 1
proteinei kcal-mol
DFHs1 -5.30
Esterul 2 -5.00
Anilida 5 -6.30
Fumaramida 6 -7.00
MEAD 7 -5.40
MPAD 8 -5.50
6LUY Fumaramida 9 -6.70
Fumaramida 10 -6.00
Fumaramida 11 -6.60
MBD 12 -6.70
BBD 13 -7.20
Acidul ascorbic -5.30

Pe baza valorilor energiei de legare, s-a constatat cd DFH4 1 are aceeasi
afinitate de legare ca si acidul ascorbic (-5.30 kcal-mol?). Cea mai micd afinitate
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de legare la proteaza virald o are esterul EDM 2 (-5.00 kcal-mol?), iar cea mai
mare afinitate - acidul BBD 13 (-7.20 kcal-mol?).

Figura 4.14. 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)

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 4.14).

Tabelul 4.7. Lista legaturilor de hidrogen Tntre aminoacizii din proteaza
principala a virusului SARS-COV-2 si compusii cercetati

Compusul Aminoaci Luvnglr.r:'ea Aminoacid | Lungimea legiturii
cercetat dul :]e.gat“r" de ul de hidrogen, A
idrogen, A
GLY143 1.98451 GLU166 2.57088
DFHa1 SER144 2.10917 LEU141 2.51648
HI1S163 2.47778 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
CYS145 2.4952 GLU166 3.77109
HIS163 2.0892 CYS145 5.27726
Fumaramida GLU166 1.83658 MET165 4.9478
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6 HIS164 2.77663 LEU27 5.15539
GLN189 2.51907 CYS145 4.24326
MET165 3.48614
CYS145 2.41524 SER14 2.93849
MEAD 7 CYS145 2.72434 ASN142 275777
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 CYS145 2.65742 ASN142 2.69049
9 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
MBD 12 HIS163 2.09979 CYS145 3.70958
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 SER144 2.25121 LEU141 3.00598
ascorbic CYS145 2.35776 SER144 3.19641
CYS145 3.40739 HIS172 3.5529

Interactiunile dintre MP™® si DFHa 1 sunt prezentate in Figura 4.15a.
Observam prezenta a sase legidturi de hidrogen obisnuite, cu aminoacizii
GLY143, SER144, LEU141, HIS163 si GLU166. in cazul acidului ascorbic
(Figura 4.15c¢), acesta prezintd cinci legaturi de hidrogen, legandu-se practic cu
aceeasi aminoacizi ca si DFH4 1, exceptie fiind legatura cu CYS145, si absenta
legaturii cu GLU166. In cazul DFH; 1 trebuie mentionati prezenta a doua
legaturi nefavorabile (indicate cu linie punctata rosie).
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Fig. 4.15. 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, (d) anilida 5, (e) fumaramida 6, (f)
MEAD 7, (g) MPAD 8, (h) fumaramida 9, (i) fumaramida 10, (j)
fumaramida 11, (k) MBD 12, (I) BBD 13
(imagine 3D - pe stanga si 2D - pe dreapta)

Esterul EDM 2 (Figura 4.15b) se leagd de proteaza virala prin trei
legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii CYS145, SER144, GLY 143
si prin trei legéturi carbon-hidrogen, cu aminoacizii PHE140 si MET165.

Interactiunile dintre MP™ si anilida 5 sunt prezentate in Figura 4.15d.
Observam prezenta unei legaturi carbon-hidrogen cu aminoacidul GLU166 si a
unei legaturi m-sulf cu aminoacidul CYS145. Cele cinci legéturi de hidrogen
obisnuite, ca si in cazul acidului ascorbic, sunt create cu aminoacizii GLY 143,
SER144, LEU141, HIS163 si CIS145.

Fumaramida 6 interactioneazd cu proteaza principald MP™® prin
intermediul a trei legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii GLU166,
GLN189, HIS164, o legitura carbon-hidrogen cu aminoacidul MET165, o
legatura n-sulf cu aminoacidul MET165 si doud legaturi m-alchil, cu aminoacizii
CYS145 si LEU27, respectiv (Figura 4.15¢).

Interactiunile dintre MP™ si MEAD 7 sunt prezentate Tnh Figura 4.15f.
Observam prezenta a sapte legaturi de hidrogen conventionale, dintre care cinci
legdturi sunt create, ca si in cazul acidului ascorbic, cu aminoacizii SER144,
LEU141, HIS163 si CIS145, iar celelalte doua, cu PHE140 si HIS163.

Fumaramida MPAD 8 interactioneaza cu proteaza principald MP™ prin
intermediul a cinci legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii LEU141,
CYS145, HIS163, ASN142, si printr-o legaturd carbon-hidrogen cu aminoacidul
PHE140 (Figura 4.15g).

Interactiunile dintre MP™ si fumaramida 9 sunt prezentate in Figura
4.15h. Observam prezenta a sase legaturi de hidrogen conventionale, cu
aminoacizii SER144, HIS163, CIS145, ASN142, o legatura carbon-hidrogen cu
aminoacidul ASN142, dar si o legatura nefavorabild de tip acceptor-acceptor cu
LEU141.

Fumaramida 10 interactioneazd cu proteaza principala MP® prin
intermediul a sase legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii GLU166,
GLN192, ASN142 si THR190 (Figura 4.151).

Interactiunile dintre MP™ si fumaramida 11 sunt prezentate in Figura
4.15j. Observam prezenta a sapte legaturi de hidrogen conventionale, cu
aminoacizii SER144, HIS163, CIS145, ASN142.
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Derivatul MBD 12 interactioneazd cu proteaza principalda MP™® prin
intermediul a patru legaturi de hidrogen conventionale, cu aminoacizii CYS145,
GLY143, HIS163, prin doud legdturi de hidrogen m-donor cu aminoacidul
CYS145, printr-o legaturd carbon-hidrogen cu aminoacidul HIS172, precum si
printr-o legaturd n-alchil cu aminoacidul LEU27 (Figura 4.15k).

Interactiunile dintre MP™ si derivatul BBD 13 sunt prezentate n Figura
4.151. 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 7n-sulf cu MET49, si trei legaturi w-alchil, cu
aminoacizii LEU27 si MET165.

Astfel, cercetarile computationale au ardtat ca atdt acidul
dihidroxifumaric cat si toti derivatii sintetizati au valorile afinitatii de legare cu
proteaza principala MP™ similare si chiar mai bune decat acidul ascorbic,
legandu-se in acelasi buzunar proteic. in viitor, se recomandi efectuarea
simuldrilor de dinamicd moleculard pentru studii mai aprofundate ale
interactiunilor dintre compusii cercetati si diferite fragmente proteice ale
virusului SARS-CoV-2.

CUVANT DE INCHEIERE

In calitate de autori ai acestei monografii, dorim si evidentiem
profunzimea si diversitatea cercetarilor noastre. Lucrarea de fatd, bazata pe teza
de doctorat a Nataliei Bolocan, realizatd sub indrumarea acad. prof. Gheorghe
Duca a fost centratd pe extinderea si aprofundarea studiilor legate de acidul
dihidroxifumaric, o substantd cu un potential remarcabil.

Am abordat procesele de sintezd a derivatilor sdi cu caracteristici
antioxidante i am cercetat in detaliu cinetica interactiunii DFH4 si a derivatilor
sdi cu unii radicali liberi. Prin utilizarea metodelor computationale avansate, am
reusit nu doar sd Intelegem mai bine datele empirice obtinute, ci si sd prezicem
proprietatile farmaco-cinetice si biodisponibilitatea substantelor cercetate.

Unul dintre aspectele inovative ale cercetarii noastre a fost modelarea
computationald a interactiunilor cu proteaza principald a virusului SARS-CoV-2,
oferind astfel o perspectiva valoroasa in contextul actual al cercetarilor medicale.

Suntem profund recunoscétori  colegilor nostri pentru sprijinul
constant. Aceasta monografie nu doar ca reprezinta o contributie semnificativa in
domeniul nostru, ci si un pas inainte in abordarea interdisciplinard necesard in
stiinta modernd.
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In final, ne exprimadm speranta ca eforturile noastre vor fi o sursa de

inspiratie si vor deschide noi cai in cercetarea viitoare, contribuind astfel la
progresul neintrerupt al chimiei cuantice si computationale, precum si la
abordarea eficientd a provocarilor de sanatate la nivel global. Suntem mandri si
optimisti in privinta directiei pe care o ludm in universul stiintific, avand mereu
congtiinta valorii inestimabile a descoperirilor continue si a curajului de a explora
necunoscutul.
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Fig. A2. Structurile optimizate ale compusilor cercetati in solutie apoasa: 1 - DFH,, 2 - dimetil 2,3-
dihidroxifumarat, 5 - (E)-metil 2,3-dihidroxi-4-oxo-4-(fenilamino)but-2-enoat, 6 - 2,3-dihidroxi-
N1,N4-di(piridin-2-il)fumaramida, 7 - MEAD, 8 - MPAD, 9 - 2,3-dihidroxi-N1,N4-bis(1-hidroxi-2-
metilpropan-2-il)fumaramida, 10 - N1,N4-bis(1,3-dihidroxi-2-(hidroximetil)propan-2-il)-2,3-
dihidroxifumaramida, 11 - N1,N4-di-tert-butil-2,3-dihidroxifumaramida, 12 - MBD, 13 - BBD
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ANEXA 3

Tabelul A3. Energiile electronice Tn hartree, ale compusilor studiati, in vid,
apa si metanol

Compusul Faza Sarcina +1 Sarcina 0 Sarcina —1
P (multip.=2)  (multip.=1)  (multip. = 2)
Gaz (vid) -605.7484223  -606.088655  —606.1035926
DFHs 1 Api  —605.8721992 —606.1047084 —606.1947288
Metanol ~ -605.8736924  -606.1034704  -606.1896305
Dimetil 2.3. G2 (vid) 684346181 —684.6495683 6346518663
dihidroxifumar ~ Apa = —684.4335329 —684.6597513 —684.7452721
at2 Metanol ~ -684.4337419  -684.6603574  -684.7432581
(E)-metil 2,3-  Gaz (vid) -856.1784784 —856.4595639 —856.4722537
dihidroxi-4-
OX0-d- Api  -856.2537816 -856.470400  —856.5552357
(fenilamino)bu
2ot 5 Metanol ~ -856.2544116  -856.474637  -856.5543781
2,3-,\flii1h’i\?£0><i- Gaz (vid) -1027.999121  -1028.270221  -1028.290088
di(piridin-2- Api -1028.069128  -1028.281918  -1028.365072
")f“masram'da 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 Api -952.341208  -952.557323  -952.624098
Metanol ~ -952.3442359  -952.5601177  -952.6263063
2,3-dihidroxi- o, (yig)  -1030.821748  -1031.118599  -1031.119027
N1,N4-bis(1-
hidroxi-2- Api -1031.208575  -1031.140454  -1030.920334
metilpropan-2-
")fum'fgam'da Metanol ~ -1030.924611  -1031.145302  -1031.211229
Compusul Faza Sarcina +1 Sarcina 0 Sarcina —1
P (multip.=2)  (multip.=1)  (multip. = 2)
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N1,N4-bis(1,3- Gaz (vid) -1331.618073  -1331.914894 -1331.9136
dihidroxi-2-
(hidroximetil)p .
ropan-2-il)- Api -1331.747447  -1331.970848  -1332.035979
2,3-
dihidroxifumar ~ Metanol ~ -1331.735107  -1331.959545  -1332.010436
amida 10
N1,N4-di-tert- Gaz (vid)  -880.419886 -880.70997 -880.697777
butil-2,3- y
dihidroxifumar Api -880.501423 -880.717923 -880.780651
amida 11 Metanol ~ -880.5083491  -880.725266  -880.7875483
Gaz (vid)  -795.807936 -796.084165 796.099544
MBD 12 Api -795.902281 -796.109965 -796.19062
Metanol ~ -795.9029754  -796.1112026  -796.1897187
Gaz (vid)  -985.850991 -986.102094 -986.118723
BBD 13 Api -985.928835 -986.121289 -986.196453
Metanol ~ -985.9334433  -986.1263518  -986.1994685
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ANEXA 4
Tabelul A4. Energiile orbitalilor HOMO si LUMO (in eV), diferenta
HOMO-LUMO AEnomo-Lumo (eV), potentialele de ionizare | si afinitatile
electronice A (in eV), si electronegativitatea globala y (in eV),
electrorigiditatea totala 1 (in eV), si electrofilicitatea globalid w (in eV) a
compusilor studiati, in vid, apa si metanol

AEnomo

Cumpusul Faza  Eiowo Elvwo ¥ n w I A X n w
— LUy

Gaz 691 236 435 474 213 1031|026 041 483 443 3528
DFH. 1 Aps 670 -256 414 463 207 1036|633 245 430 194 003
Metamol -632 220 412 426 206 881 |625 234 430 195 946
605 205 400 405 200 520 [826 006 416 410 422
Dimerdl 2.3- Api 628 215 413 42 207 860 |616 233 424 191 040
dbidroxifumara P 828 -2 : 42 207 8601616 255 423 1315
Metmol 625 212 413 410 207 848 |617 226 421 196 007
Emetll3  Gaz 600 204 306 402 108 816|765 035 400 365 437
dbidroxi-d-omn-d- 4 09 210 399 410 200 841 |589 231 410 179 938

(fenilammo)but-2- ~
amosts | Metmol 607 207 400 407 200 828 (399 217 408 181 871
23.dindroxi. G2 598 203 395 401 198 812|738 054 396 342 438
NINAdi(piridm2- Apd 597 205 392 401 19 820 379 226 403 176 2.9
fumaramida 6 jpfeng] 595 204 381 400 196 8.16 |5.80 221 401 179 $96

Gaz -390 -136 434 373 217 641|795 -027 384 411 3358

MEAD T Apa 604 -168 436 386 218 683 5901 186 3838 203 743
Metanol -6.01 -1.65 436 383 218 673 |53.092 130 386 206 723

Gaz -379 -143 436 361 218 398 |780 -038 371 409 337

MPAD S Apa 601 -163 438 382 219 6.66 3583 1.82 385 203 729
Metanol -3.97 -1.65 432 381 216 6.2 |3.87 1.30 334 204 723

{;_i-@igfﬁi- Gaz 626 -173 4351 401 226 7.1 [8.08 0.01 404 403 406
hidroxi-2- Api 613 167 446 380 2323 682 399 183 392 207 744
metilpropan-2- . - -
Dfumaramide @ Memmol 610 -165 445 388 223 675 |601 179 390 211 122

NINAbig13. G 622 -165 457 394 220 678 (308 -004 402 406 399
dihidroxi-2-

(hidroximeti)propa  AP2  -617 160 457 389 220 661 608 177 393 215 716
n240)23-

dihidnaxifluﬁnarmi Metzmol 614 125 488 370 245

a
NINfgitrtbull  Gaz 596 -142 434 369 227 600|789 033 378 411 348
603 132 431 378 226 632 580 171 380 200 690
T

[
i
oo
=3
j—
juy

138 375 236 594

dihidroxifomarami P

da 11 Metanol -6.00 -1.54 446 377 223 637 |590 169 380 210 686
Gaz -3.88 200 379 399 190 838|752 042 397 335 444
MEDI12 Apa -383 -200 383 393 193 500 565 219 392 173 890

Metanol -3.83 -1.97 386 390 193 788 |3467 214 390 176 8.62

Gazr -343 -183 360 3635 1.80 732|683 043 3464 319 416

BED13 Apa  -343 -183 360 363 180 732|524 205 3464 160 831
Metanol -541 -1.81 360 361 180 724 |5325 199 362 163 8.04
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ANEXA 5
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