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Introducere

Teza de doctorat intitulata “Sinteza gi studiul unor radicali liberi ai azotului de
tip aminil si hidrazil” si-a propus sinteza si investigarea proprietatilor unor radicali
liberi de tip hidrazil si aminil, al precursorilor acestora (hidrazine), dar si al anionilor
derivati de la acestea. Astfel de compusi trezesc interesul datoritd proprietatilor pe
care le detin, cum ar fi comportament acido-bazic sau redox reversibil insotit de
schimbarea culorii, capacitate antioxidantda, proprietdti biologice, etc., gasindu-si
astfel aplicatii in diverse domenii de interes. Teza cuprinde 5 capitole, primul fiind
reprezentat de datele de literatura, oferind o privire de ansamblu asupra chimiei
radicalilor liberi, iar urméatoarele 4 de datele experimentale originale, iar in final este

prezentatd partea experimentald aferenta capitolelor anterioare.

Date de literatura

Radicalii liberi sunt specii chimice care contin cel putin un electron
neimperecheat ™ in stratul exterior al invelisului electronic. Prezenta acestuia le
conferd instabilitate si reactivitate crescutd. Primul radical liber sintetizat a fost
nitrozo-disulfonatul de potasiu, sau "sarea lui Fremy", de naturd anorganica, obtinut
de citre Edmond Fremy [ in anul 1845. Anul 1900 a marcat un alt moment important
in chimia radicalilor liberi, acum fiind sintetizat primul radical liber de naturd
organicd, trifenilmetilul sau tritilul B, de citre Moses Gomberg, professor la
Universitatea din Michigan. In anul 1929 Paneth si Hofeditz 4 obtin radicalul metil,
ajungandu-se acum la concluzia cd mare parte din reactiile din chimia organica decurg
prin mecanism radicalic. Tn ultimele decenii chimia radicalilor liberi a cunoscut o
dezvoltare spectaculoasd, gdsindu-si aplicatii intr-0 serie de domenii de interes:
biologie, biochimie, medicind, industrie, si mai ales in diverse ramuri ale chimiei
(amintim doar halogenarea metanului si altor hidrocarburi, un proces industrial de
importantd majord).

Radicalii liberi se pot clasifica dupd mai multe criterii, cele mai importante
fiind timpul de viat si tipul atomului pe care este centrat electronul liber. In functie
de timpul de viata putem clasifica radicalii liberi in stabili, persistenti si cu timp de
viata scurt. Cei stabili sunt, conform lui Ingold, cei care pot fi izolati, depozitati si
manipulati B in stare purd un timp indelungat in laborator, fird a avea nevoie de

conditii speciale, nereactiondnd cu oxigenul sau umiditatea, in timp ce un radical



persistent este cel care are un timp de viata suficient pentru a permite investigarea lui
prin tehnici spectroscopice, dar nu poate fi izolat. Stabilitatea unui radical liber se
datoreaza efectelor electronice, impiedicarilor sterice din apropierea centrului
radicalic, conjugarii. O alta clasificare a radicalilor liberi ar putea fi facuta dupa natura
elementului la care se gasesc electronii impari: 1) radicali liberi ai oxigenului, ii)
radicali liberi ai azotului, iii) radicali liberi ai carbonului, iv) radicali liberi ai sulfului,
v) radicali liberi ai fosforului.

Tehnica uzuala de detectie si caracterizare a radicalilor liberi [*"! este rezonanta
electronica de spin (RES), tehnica spectroscopica nedistructiva, care se bazeaza pe
absorbtia radiatiei electromagnetice (de la o0 sursa de radiatii din domeniul
microundelor) de catre 0 proba paramagnetica localizata intr-un camp magnetic. Cea
mai importantd caracteristicd a acesteia 0 reprezintad interactia electronului liber cu
spinul nuclear (interactie hiperfind). Numarul liniilor prezente in spectrele RES este
dat de relatia 2I+1, unde | este momentul magnetic nuclear, iar in cazul unui numar
de n nuclee identice, relatia va fi de forma 2nl+1, unden este numarul de nuclee
identice ale atomilor cu care electronul liber interactioneaza si au | diferit de O.
Exemple de atomi cu | # 0 le reprezinta hidrogenul cu | = 1/2; azotul cu | = 1, fosforul
cu | = 1/2. Astfel, spectrul radicalilor nitroxid este format din trei linii datorate
interactiei electronului liber cu atomul de azot ( 2x1+1=3).

De asemenea radicalii liberi pot fi analizati prin spectroscopie in ultraviolet-
vizibil, deoarece sunt compusi colorati, iar prin spectroscopie in infrarosu putem
obtine informatii despre grupele functionale din structura lor. Spectroscopia de
rezonantd electronica de spin are doua metode prin care poate fi utilizatd in studiul
sistemelor biologice: metoda marcarii de spin (spin labelling) 1, care presupune
legarea covalentd a unui rest paramagnetic in sistemul respectiv. Se pot obtine diverse
informatii despre dispunerea spatiala si dinamica biomoleculelor, un exemplu fiind
studierea proteinelor membranare, dar si despre proprietatile mediului in care au fost
introdusi radicalii. O altd metodad utilizatd este cea a captatorilor de spin (spin
trapping) I, prin care este posibila detectia si caracterizarea radicalilor liberi instabili,
cu un timp de viatd foarte scurt din sisteme chimice sau biologice. Radicalul Tnalt
reactiv reactioneaza cu un compus diamagnetic, care contine duble legaturi (capcana
de spin), generand un radical liber stabil sau persistent numit ,spin aduct’, care poate

fi analizat prin RES.



Radicalii liberi studiati in prezenta teza vor avea urmatoarele caracteristici:
sunt radicali liberi ai azotului (electronul neimperecheat este centrat pe atomul de
azot), au un timp de viatd care variaza de la cateva minute la indefinit, sunt colorati
(prezintd grupari cromofore), pot fi implicati in procese redox si acido-bazice,
evidentiate prin schimbarea culorii. Structurile generale si ilustrarea proceselor in care

pot fi implicati acestia sunt reprezentate in Figura 1.1 si Schema 1.1.
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Fig.1.1. Structurile generale ale unor radicali liberi de tip aminil si hidrazil
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Schema 1.1. Procese in care pot fi implicati radicali liberi centrati pe atomul de azot

Date originale

Tn capitolul 2 intitulat "Sinteza si caracterizarea structurald a unor noi derivati de
tipmetoxiamind', s-a avut drept obiectiv sinteza si caracterizarea unor derivati noi ai
acidului 3,5-dinitro-4-metoxi-aminobenzoic, care pot genera prin oxidare radicali
metoxiaminil. Structura compusilor sintetizati urmand aceste proceduri a fost
confirmatd prin rezonantd magnetica nucleara si alte tehnici uzuale ale chimiei
organice. Radicalii liberi derivati de la metoxiamine se obtin prin tratarea acestora cu
PbO2 (Schema 1.2.). Anionii corespunzatori s-au obtinut prin tratare cu o baza

(KOH).
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Schema 1.2. Transformarile reversibile ale derivatilorde tip acid N-alcoxi-3,5-
dinitro-amino-benzoici in radicalii liberi sau anionii corespunzatori

Pentru doi dintre compusi s-au obtinut cristale adecvate pentru analiza prin

difractie de raze X (Fig. 1.2. si Fig. 1.3.).
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Fig. 1.2. Structura moleculara a compusului 2a obtinuta prin difractie de raze X
pe monocristal
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Fig. 1.3. Structura moleculara a compusului 4a obtinuta prin difractie de raze

X pe monocristal
Compusii de tip metoxiamine sunt compusi solizi de culoare galbend, o
caracteristicd generald comuni pentru compusi de tip polinitroamine. In spectrele UV-
Vis se observi o banda de absorbtie intensa la aproximativ 380-390 nm. Tn mediile

bazice, aceasta bandd este deplasata batocromic cu aproximativ 200 nm si, in
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consecintd, culoarea compusilor devine albastra (Fig. 1.4.), datoritd formarii anionilor

corespunzatori.
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Fig. 1.4. Spectrul UV-Vis al compusilor 1a si 1c

Deoarece compusii 1-8a pot fi implicati in reactii redox, s-a Studiat
comportamentul lor electrochimic, fiind cunoscut faptul ca astfel de derivati N-alcoxil
genereazad prin oxidare radicaliliberi persistenti. Voltamogramele ciclice inregistrate
au aratat un peak de oxidare ireversibil, cu o valoare a potentialului cuprinsd intre

1,05-1,35 V (Fig. 1.5.), atestdnd durata mica de viatd a radicalilor metoxiaminil

formati.

6.0x10°

NO,
0o 0—Chy 4.0x10"

N ) NH <

| )—NH = 20x10%

HyC NO»
CH, 0.0

0.0 0.4 08 12 16

EiV

Fig. 1.5. Voltamograma ciclica a unui compus de tip metoxiaminil

Pentru toti compusii 1b-8b s-au Tnregistrat spectrele RES corespunzatoare (Fig.
1.6.). Ca regula generala, se observa un triplet, impreuna cu aparitia unor linii de

scindare hiperfina.
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Fig. 1.6. Spectrul RES al radicalului 4b

S-a determinat de asemenea hidrofobicitatea, prin calcularea descriptorilor
moleculari: coeficient de partitie (log P) si suprafata polara totala PSA, care sunt
considerati 1% ca fiind extrem de importanti in determinarea activititii biologice a
compusilor chimici. Valorile obtinute au indicat o buna lipoficitate Tn cazul
compusilor 8a si 7a, care contin un rest de antipirind, respectiv de benzocaina.

Compusilor sintetizati le-au fost evaluate activitatile antimicrobiene si anti-
proliferative. S-a testat activitatea antimicrobiana pe celule incorporate in biofilm dar
si pe cele aflate in suspensie, atit pe celule bacteriene Gram-pozitive si fungice, iar
activitatea anti-proliferativa pe celule HCT8 (celule tumorale de colon).

Au manifestat o buna activitate antimicrobiand, dar si citotoxicitate. Structura

celor mai activi compusi este ilustrata in Fig. 1.7. si 1.9.

02N 7a HaC 8a o\\ cH,
HaC o— /
NO, HC—0, P CHa ANIVAE ©
e
3a NH N
NH __CH, NH N O,N
o N
NH QN ll S
0
NO, e S NH
o o

Fig.1.7. Structurile celor mai active compusi antimicrobieni
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Celule netratate

..

Fig. 1.8. Efectul a 5 mg/mL de compusi 1a-8a asupra morfologiei
celulelor HCT8
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SN
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CH
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NH N < > <\
© O,N 0
O,N

Fig. 1.9. Cei mai activi compusi antitumorali

Capitolul trei " Sinteza, caracterizarea si studiul comparativ al unor radicali
liberi de tip hidrazil* prezintd o serie de cinci compusi de tip hidrazil. Aceasta serie
contine patru compusi cunoscuti in literaturd (dar nedisponibili comercial) si
suplimentar unul nou, compusul 12a (Fig. 1.10.). Acesti radicali de tip hidrazil au fost

sintetizati impreuna cu precursorii lor (hidrazine) si cu anionii corespunzatori.

12
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Fig. 1.10. Structura hidrazinelor 9a-13a

Compusii 9a-13a sunt obtinuti cu usurinta din derivati de tip halogeno-
nitrobenzen activat si hidrazinele corespunzitoare ©°!, in prezenta unei baze. Prin

oxidare cu PbO; si prin tratare cu o baza se obtin anionii corespunzatori (Fig. 1.11).

-H

N
+H

9-13
% -/
,X //Pe'

N-—N—
9-13¢

9-13a b

Fig. 1.11. Transformarile reversibile hidrazine-radicali liberi-anioni

Pentru compusul 13a s-au obtinut cristale adecvate pentru analiza prin difractie
de raze X (Fig. 1.12.).

08 o7
N8
09 N7
N9
010 % s
012 )

Ol11

Fig. 1.12. Structura moleculard a compusului 13a si unitatea asimetricd din structura
cristalind a acestuia
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Spectrele  UV-Vis ale hidrazinelor 9a-13a (albastru) si ale anionilor
corespunzatori 9¢-13c (rosu) au fost inregistrate in metanol (Fig. 1.13.). Compusii
sintetizati au culori diferite, fapt ce se observa din Tabelul 3.3. Ca reguld generala,
compusii 9a-13a au maximul de absorbtie in intervalul 320-360 nm (culoare
galbend), prin tratare cu o baza hidrazinele se transforma in anionii corespunzdtori,
de culoare maro-roscat, cu maximul de absorbtie situat in intervalul 360-440 nm.
Radicalii liberi au un interval mai restrans al valorilor maximului de absorbtie 500-
530 nm (culoare violet) (Fig. 1.14.).

12a
Abs (a..)
s (a.u /C6H5
CeHs  NH—N )
NH NO,
346 nm
O5N
260 280 300 320 340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 560 580 600 620 nm
Fig. 1.13. Spectrele UV-Vis ale compusilor 12a,b
H.C,
O2N —N N—CH,
O,N N}
Abs (a.u.) /NONOZ ’ Q
HeCoN_ NO,
CeHs
9b Ph . CeMs
./Q\ i CeHs  N—N
10bon. L o H5C6VN\N. NSGHS
2 Z : 2 2

11b OoN
12b o=

NO,
S s cxe. W | -
340 360 380 400 420 440 460 480 500 520 540 S60 580 600 620 640 660 680 700 720 740 760 780 800
O 02N N02

Fig.1.14. Spectrele UV-Vis ale radicalilor 9b-13b

Voltametria ciclicd a demonstrat durata mare de viatad a acestor compusi (9b-
13b). Prin oxidarea lor cu un singur electron s-au obtinut radicalii liberi de tip hidrazil

9b-13b. Prin indepartarea celui de-al doilea electron se obtin cationi-radicali, ca

14



urmare aparand cel de-al doilea varf de oxidare. Procesul de electro-oxidare al
anionilor la radicali liberi este unul reversibil (Fig. 1.15.).

12¢ . 0.22V
1.8x10° 1
- /C6H5
CeHs N—N
1.2x10°
HCsN CeHs
N NO,
6.0x10°
O,N
< o0
-6.0x10°
00 ~— 04 0.8 1.2
E/V

Fig 1.15. Voltamograma ciclicd a compusului 12¢c

Compusii 9b-13b sunt radicali liberi persistenti, fapt dovedit prin rezonanta
electronica de spin (Fig. 1.16.). Ca reguld generald, se poate observa in spectru
aparitia a cinci linii largi, datorate interactiei electronului impar cu doi atromi de azot

echivalenti.

NO»

_—

Fig. 1.16. Spectrul RES al compusului 11b

S-a determinat si hidrofobicitatea prin intermediul programului Mollnspiration,

calculandu-se coeficientul de partitie si suprafata polara totala.

PSA=106,91 log P=8,20
O,N ,CaHs
C.H; NH—N
S N
/NH NO, HSCB—N\ CqHs
H.CN NH NO,
\CH 9a
6' 5
ON 12a

Fig.1.17. Structurile compusilor cu cele mai bune valori ale indicatorilor
hidrofobicitatii
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S-a determinat constanta de aciditate, iar cu valorile acesteia si cu cele ale
potentialelor de oxidare determinate anterior s-au calculat valorile energiei de
disociere pentru legdtura N-H. Cea mai micd valoare a constantei de aciditate o
prezintd compusul 1la, acesta avand in structurd trei grupe nitro. pentru compusul
13a energia de disociere are valoarea 82 kcal/mol. Aceasta valoare este in
concordantd cu capacitatea oxidantd puternica %2 a radicalului 13b, care este

corelatd cu substituentii

Capitolul 4 “Precursori fluorescenti ai radicalilor liberi de tip aminil si hidrazil,
derivati de la clorura de dansil” prezintd sinteza unor noi de compusi fluorescenti
care sa contind 1n structurd un rest dansil si un rest de radical liber de tip metoxiaminil

sau hidrazil.

o= O
OO Fig. 1.18. Structurile precursorilor nou sintetizati:
14-hidrazina
AN 15-metoxiamina

Compusul 15 a putut fi caracterizat prin difractie de raze X pe monocristal. Prin
caracterizarea prin spectroscopie in ultraviolet-vizibil s-au obtinut maxime de

absorbtie similare, confirmand comportmentul de absorbtie al partii dansil [**! (Fig.
1.19.).

1 ~A-262 : 250 11 (a.u)
200
150

100

240 200 340 390 4407, (nm o0 200 300 400 500 600 2 (nm)7o0

Fig. 1.19. Spectrele UV-Vis ale compusilor 14 i 15  Spectrele de excitare (linii
punctuate) si emisie
(linii continue) ale compusilor
14 51 15
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Comportamentul de fluorescentd poate fi atribuit partii dansil, cunoscuta
pentru banda de transfer de sarcind intre grupa donoare, dimetilamino si grupa
sulfonil, la aproximativ 540 nm.

Oxidarea cu dioxid de plumb a compusului 14 a condus la formarea radicalului
16, prezenta acestuia fiind detectatd prin spectroscopie RES, spectrul acestuia fiind

format din cinci linii echidistante, largi caracteristice hidrazililor (Fig. 1.20.).

Fig. 1.20. Spectrul RES al
compusului 16

ay, = ay, = 9.25 Gauss,

largimea liniei 4 G

Gauss

3180 3190 3200 3210 3220 3230 3240 3250 3260

Oxidarea, Tn aceleasi conditii a compusului 15, nu a condus la aparitia unui semnal
RES, dar putem afirma cé s-a format radicalul instabil 17 (in literatura [ 5 61 fjind
descrisi astfel de radicali liberi), care la descompunere a avut ca produs secundar
radicalul metoxi. S-a utilizat metoda captatorilor de spin, utilizind drep capcana tert-

butil- a-nitrona (Fig. 1.21.). Spectrul spin-aductului este format dintr-un triplet de

dublete.
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Fig. 1.21. Obtinerea spin aductului radicalului 17 si spectrul RES al acestuia
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Diferentele si comparatiile generale calitative (amintite in capitolele trecute) au
fost discutate si din punct de vedere cantitativ in capitolul cinci intitulat ,,Studiul

comparativ al proprietitilor radicalilor de tip aminil si hidrazil”.

Concluzii generale

Tn cadrul acestei teze au fost fost obtinute doud serii de compusi, metoxiamine si
hidrazine, precursori ai radicalilor liberi de tip aminil si hidrazil. Alegerea acestora s-a
bazat pe proprietatile pe care le detin, cum ar fi comportament acido-bazic sau redox,
reversibil, insotit de schimbarea culorii, capacitate antioxidanta, proprietati biologice.
Compusii au fost investigati prin diverse tehnici si metode (RMN, RES, IR, MS,
voltametrie ciclicd, UV-Vis, log P, etc.). S-a realizat o comparatie intre proprietatile
investigate anterior ale celor doua clase de compusi, fiind important de aratat prin ce
se caracterizeaza una in raport cu cealaltd. De asemenea, studiul a fost completat cu
sinteza a doi precursori fluorescenti, derivati de dansil. Multitudinea de tehnici si
usurinta prin care se pot monitoriza astfel de specii chimice, cuplatd cu proprietatile

biologice, le recomanda in utilizarea in procese (bio)chimice de interes.
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