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INTRODUCERE

fn ciuda diversititii enorme si crescinde a structurilor moleculare si a
modului de actiune a compusilor biologic activi, metodele de cercetare ale acestora
sunt putin numeroase. In general comportarea unei populatii de molecule este
studiatd, alternativ, prin urmitoarele modalitati:

1. Fatd de o altd populatie de molecule. Aici sunt cuprinse reactiile chimice.

II. Fata de un camp electric si/sau magnetic. Aici intrd spectroscopia in IR,
UV-vizibil, Raman, microunde, RMN, RES, spectroscopia de mas, electroforeza.

III. Fata de organitele celulare: nuclei, mitocondrii, lizozomi, membrane
celulare etc.

IV. Fata de o populatie de celule (culturi de celule).

V. Fata de un organ, detasat sau nu din organismul respectiv. De exemplu
perfuzia, actiunea pe musculatura neteda etc.

VI. Fata de un organism intreg (trebuie precizat cd un organism viu avand,
practic, o diversitate infinitd de modalitati de raspuns, nu se comporta niciodata
ca un tot unitar: de regula actioneaza numai anumite segmente iar altele nu).

VII. Fati de un grup de organisme identice sau diferite.

Sistematizarea compusilor biologic activi trebuie sa aiba in vedere aceste
modalititi de studiu In sensul c3 acelasi rispuns pentru doi sau mai mul{i compusi
diferiti determind gruparea lor in aceeasi categorie. Totodati, in exercitarea
criteriilor I-VII o anumita categorie se desface si se reface de la un criteriu la
altul; Intrucét o sistematizare este un tablou static acesta ia nagtere intotdeauna
prin grevalarea, obiectiva sau subiectiva, a unor criterii asupra altora.

n tentativa unei sistematiziri cuprinzitoare a compusilor biologic activi
autorii relevd un numar de functii de nivel molecular inspirate in bund masurd
din biologie. Totodats, polifuctionalitatea pare si fie o lege a naturii, determinata
de indeplinirea functiilor complexe pe care le implica fenomenul vietii. Iata care
sunt aceste functii:

1. Molecule monomere. Moleculele de acest tip sunt integrate, prin
condensare sau agregare, in structuri macromoleculare sau supramoleculare:
monoglucidele in poliglucide, amino acizii in proteine, nucleotidele in acizi
nucleici, lipidele in structuri de tip membranar. Prin urmare monoglucidele,
amino acizii, nucleotidele, lipidele, sunt molecule monomere. O proprietate
comuni a moleculelor monomere rezulta din faptul ca contin doud sau mai multe
grupdr chimice reactive (,,functiuni chimice") care permit dezvoltarea liniari
si/sau tridimensionald a structurii macromoleculare sau supramoleculare
respective: hidroxilul glicozidic si hidroxilul aglicon la monoglucide; gruparea
carboxil si gruparea amino la amino acizi; doud grupari hidroxil ale acidului
orto-fosforic ce leagd, prin legaturi fosfodiesterice, gruparea hidroxil din pozitia
3 a unei molecule de riboza cu gruparea hidroxil din pozitia 5 a altei molecule de
riboz, obtindndu-se structuri polinucleotidice; fractiunea hidrofoba (nepolara)
si fractiunea hidrofila (polari) in cazul lipidelor de membrana. In toate cazurile

5
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de mai sus existd Inca cel putin o posibilitate de formare de legituri noi:
monoglucidele, Tn cadrul poliglucidelor, se pot lega prin legaturi de hidrogen;
catenele laterale, dar chiar si atomii legaturii peptidice, ale aminoacizilor participd
la legaturi de hidrogen in cadrul structurilor polipeptidice; in structurile
polinucleotidice bazele azotate participa la legitun de hidrogen, Intre ele sau cu
alte molecule; legaturile van der Waals dintre fractiunile hidrofobe ale lipidelor
fiind disperse, In comparatie cu legiturile covalente care sunt precis orientate si
directionate, dezvoltarea tridimensionald este usor de Inteles.

2. Reactivi naturali speciali (D. Metzler, 1977). Acesti compusi constituie,
alaturi de enzime, ,,instrumentul chimic" prin care sunt realizate reactiile chimice
in organismele vii. Astfel de compusi sunt: NAD, NADP si FAD care servesc la
transportul hidrogenului; nucleozidele trifosforilate care transporti gruparea
fosfat; adenozil-metionina care realizeazi reactia de metilare; fosfoadenozin
monofosfosulfatul care serveste la reactia de sulfatare; UDP-Glc, care serveste
la reactia de glicozilare, etc.

3. Molecule-semnal. Sunt molecule semnal acele molecule ce actioneaza in
cantitdfi si concentratii care din punct de vedere energetic sunt practic nule.
(Este vorba despre cdldura de combustie a moleculelor semnal, de un anumit tip,
raportati la valoarea caloric3 a hranei; valoarea acestui raport este evident, extrem
de micd). Acesti compusi se testeazd In raport cu sisteme complexe: celule,
organe, organisme intregi. (Testarea lor fatd de o populatic de molecule este
practic nerelevant3). in acelasi timp moleculele semnal sunt capabile si declanseze
sistemele de amplificare ale organismelor vii, organelor sau celulelor. Hormonii
constituie un exemplu edificator de molcule-semnal.

4. Componente ale unitdtilor metabolice. Unititile metabolice (sau unitati
enzimatice (A. Lehninger, 1975)) constituie dovada c3 si la nivel molecular
procesul de coordonare este un atribut al structurii, chiar daca nu in exclusivitate.
Exemplu de unititi metabolice: glicoliza, ciclul acizilor tricarboxilici, ciclul
ureogenezei, ciclul gamma-glutamil, spirala f-oxidarii etc.

5. Biocatalizatorii. Cei mai perfectionati biocatalizatori pe care 1i cunoastem
astdzi sunt enzimele. Este extrem de probabil cé ,,strdmosii"enzimelor sunt o
clasd de compusi deosebiti fundamental de enzime in privinfa compozitiei si
anume ionii metalici.

Intr-adevir, ionii metalici imit3, catalitic, uneori cu o fidelitate remarcabil3,
activitatea enzimatica. Fara Indoiala ca asocierea celor doud entitati a constituit
0 etapd important3 In evolutia activitdtii enzimatice.

6. Functia de reglare. Reglarea este un fenomen complex care implic3 o
diversitate de biomolecule precum si structuri supramoleculare de anverguri ce
functioneaza ca un tot unitar. Cu toate acestea se pare ci adeviratele componente
active in procesul de reglare sunt proteinele allosterice care exercita aceasta functie
prin mobilitatea lor conformationala foarte pronuntatd, unici. Totodatd s-a
constatat ¢i unii compusi ce prezinta izometrie cis-trans sunt implicafi deasemenea
in fenomenul de reglare. Autoreglarea, o particularitate majori a metabolismului,
este reprezentatd mecanistic de citre componentele reglatoare.

7. Functia de matritd (template). Moleculele matriti reprezinti la nivel mo-
lecular o calitate esentiald a organismelor vii, autoreproducerea. Cele mai
perfectionate molecule matritd sunt acizii nucleici. In plus trebuie mentionat ci
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conceptul de matritd este din ce In ce mai raspandit in chimia organici: tot mai
multe sinteze chimice se realizeaza prin intermediul unei structuri-matrita. Se
poate prevedea ca acest tip de sinteza se va dezvolta Intr-o maniera remarcabila
in anil viitor.

Structurarea Chimiei Bioorganice

Prezentul curs de Chimie Bioorganicd contine cinci capitole. Capitolul 1
trateaz3 cateva notiuni introductive de chimie bioorganica: conceptul de moleculd,
determinarea masei moleculare, purificarea substantelor chimice, investigarea
structurii compusilor organici, 1zomeria. Compusii heterociclici aromatici si
terpenoidele sunt tratate In capitolul introductiv din doud motive: pe de o parte
complexitatea relativ redusa a acestor doud clase de compusi fatd de alte clase de
compusi. Astfe] unele terpenoide sunt hidrocarburi iar celelalte contin una sau
cel mult doua grupiri chimice reactive (,,grupéri functionale"). Pe de alta parte,
intelegerea structurii si proprietatilor heterociclilor aromatici este usor accesibila
in momentul cind este precedata de studiul strii aromatice. Aceste doud clase
de substante, precedate de studiul hidrocarburilor si a grupérilor chimice reac-
tive, oferd o deschidere extrem de larga spre abordarea claselor de compusi cu
structura mai complicata.

Capitolul 2 se ocupi de unititi monomere: monoglucidele, amino acizii,
lipidele, glicolipidele, nucleotidele.

Capitolul 3 vizeaza rezultatele cercetdrilor privind Reactivii naturali speciali
(vitamine, coenzime). Aceastd generalizare a lui D. Metzler asupra unor studii
de fiziologie, biologie celulard si biochimie, cuprinde un numdr impresionant,
ca diversitate structurald si mod de actiune, de compusi biologic activi.

In mod distinct (cel putin in momentul actual) sunt tratate vitaminele
liposolubile, in Capitolul 4. S-a constatat, de exemplu, c3 vitamina E (tocoferolii)
sunt antioxidanti extrem de eficienti (cedand atomul de hidrogen fenolic devin
radicali stabili). Aceastd comportare fizico-chimica justifici clasificarea
vitaminelor liposolubile printre Reactivii naturali speciali. Pe de alta parte, alte
vitamine liposolubile (vitamina A, vitamina D)si derivatii acestora (acidul retinoic,
respectiv 1,25-dihidroxicolecalciferolul) au un mod de actiune complet diferit.
Este extrem de probabil ci intr-un viitor apropiat reprezentantii grupului ce
cuprinde actualmente vitaminele liposolubile vor fi tratati in clase diferite.

Capitolul 5 descrie structura, prepararea si proprietitile unor intermediari
metabolici ai amino acizilor.

Reprezentantii celorlalte categorii de compusi biologic activi vor fi tratati
separat intr-o alta lucrare.

. In incheiere am dori s multumim tuturor celor care au contribuit, prin
discutii utile, la elaborarea schemei de sistematizare a prezentului curs: acad.
prof. dr. M. Serban, prof. dr. Adalgiza Ciobanu de la Universitatea din Bucuresti,
prof. dr. K. Sandhoff de la Universitatea din Bonn, prof. dr. M. Tammi de la
Universitatea din Kuopio (Finlanda), Prof. dr. S. Niculescu, Prof. Dr. V. Mihaila.

Eventualele sugestii vor fi trimise autorilor pe adresa Facultatii de Biologie,
Bucuresti.

Autorii
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CAPITOLUL 1

NOTIUNI INTRODUCTIVE DE CHIMIE BIOORGANICA

1. 1. TEORIA LUI AVOGADRO ASUPRA MOLECULELOR

Un salt calitativ apreciabil s-a realizat in domeniul stiintelor naturii datoritd
teoriei lui Avogadro privind existenta moleculelor.

1. 1. 1. Legea volumelor constante a lui Gay-Lussac

Analizind raporturile de combinare ale elementelor in fazd gazoasa
Gay-Lussac a giasit, intre altele, urméatoarele rezultate:

2 volume hidrogen + 1 volum oxigen = 2 volume vapori de apa

3 volume hidrogen + 1 volum azot = 2 volume amoniac

1 volum hidrogen + 1 volum clor = 2 volume acid clorhidric

Este important s3 mentionam c3 volumele reactantilor si produsilor erau
madsurate in aceleasi conditii de temperatura si presiune; bineinteles ca in cazul
primei reactii méasuratorile s-au realizat la temperaturi de peste 100°C, pentru ca
apa sa existe integral sub forma gazoasa.

Din determindri precum cele de mai sus a fost descoperita legea volumelor
constante a lui Gay-Lussac a cidrui formulare este urmatoarea: raporturile
volumetrice de combinare ale gazelor, precum i raporturile volumetrice dintre
reactanfi §i produsi constituie numere intregi §i mici.

1. 1. 2. Teoria lui Avogadro

Teoria lui Avogadro a aparut in primul rand din necesitatea de a explica
legea volumelor constante a lui Gay-Lussac, lege care prin apariia el a curmat
existenta teoriei lui Dalton asupra atomilor.

Postulatele teoriei lui Avogadro sunt urmatoarele:

1. Gazele elementare se gasesc sub forma de agregate numite molecule si
formate din doi atomi.
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2. Substantele compuse au moleculele formate din 2, 3 etc., mai multi atomi.
3. Volume egale de gaze aflate In aceleasi conditii de temperatura si presiune
contin un numir egal de molecule.
S3 reformulim acum reactiile de mai sus in lumina postulatelor teoriei
lui Avogadro:
2nH, + nO, = 2nH,0
3nH, + nN, = 2nNH,
nH, + nCl, = 2nHCI |
unde n este numirul de molecule din volumul experimental al gazelor
respective; simplificdnd cu n ajungem la formularea utilizatd si astizi a
ecuatiilor chimice:
2H, + 0, =2H,0
3H, + N, = 2NH,
H, + Cl, = 2HCI

1. 1. 3. Consecinte ale teoriei lui Avogadro

(a) O primi consecint3 a teoriei lui Avogadro a constituit-o evaluarea corectd
a masei atomice a o serie de elemente, in primul rand a oxigenutui. In cazul
acestui clement s-a gisit cd masa atomicd este 16, daca masa atomica a
hidrogenului este unu. (b) In al doilea rand, teoria lui Avogadro a permis
determinarea masei moleculare (Vezi 1. 2. Metode de determinare a masei
moleculare) la o serie de substante compuse facilitind cunoasterea formulei
moleculare. (c) Teoria lui Avogardo a permis o prima evaluare a capacitatii de
combinare numita valenfd a elementelor. Astfel, daci: in molecula HCl un atom
de clor se combina cu un atom de hidrogen, in molecula H,O un atom de oxigen
se combina cu doi atomi de hidrogen, in molecula NH, un atom de azot se
combind cu trei atomi de hidrogen, rezultd c¢i atomul de clor este monovalent
(in HCI), oxigenul este bivalent (in H,0), azotul este trivalent (in NH,) etc.
(d) A fost elaboratd notiunea de moleculd-gram sau mol, concomitent cu
presupunerea ca un mol din fiecare element sau substantd compusa confine acelasi
numdr de atomi sau de molecule. Acest numdr, a carui prima evaluare s-a realizat
la inceputul secolului nostru, a si fost numit numdrul lui Avogadro.

1. 2. METODE DE DETERMINARE A MASEI MOLECULARE

O constanta fizico-chimica, reald sau virtuald, dar oricum importanti, a
compusilor chimici este masa moleculara.

10
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1. 2. 1. Determinarea masei moleculare din legile gazelor

Determinarea masei moleculare cu ajutorul ecuatiei generale a gazelor se
aplica la toate substantele simple sau compuse care in conditii normale se gisesc
sub forma de gaze, precum si lichidelor si solidelor care pot fi vaporizate fard
descompunere la presiune normala. Trebuie addugat ci a fost claborata o metoda
care permite determinarea masei moleculare chiar la compusii care, concomitent
cu vaporizarea, se descompun (vezi metoda Victor

Meyer in ,,Chimia Generald", C. D. Nenitescu, 1979).

Metoda prezentata in continuare se aplica lichidelor si solidelor care pot fi
aduse in stare de vapori firi descompunere. Se utilizeazd un balon de sticla cu
capacitatea de aproximativ 0,25 litri previzut cu gét efilat (Fig. 1. 1). In balon se
pune aproximativ un mililitru de substant3 a carui masa moleculara urmeaza s3
fie determinata. Balonul se cufunda apoi Intr-o baie care permite incalzirea acesteia
cu cel putin 20-30°C deasupra p. f. al compusului studiat. Prin Incilzire substanta
din balon se vaporizeaza gonind afard aerul din balon; excesul de substanta este
de asemenea eliminat astfel cd In balon rdméan exact atitia vapori citi ocupa
volumul respectiv, V, la presiunea P si temperatura T (méasurata cu ajutorul unui
termometru cufundat in baia de incilzire). In acest moment balonul se scoate din
baie, se inchide imediat prin sudare in flacari si se cantareste.

Volumul V a] balonului se determind prin umplerea acestuia cu api,
céntdrirea apei si calcularea citului dintre cantitatea de apd si densitatea
acesteia la temperatura camerei in momentul experimentului. Cunoscand
volumul V al balonului, prin cintirirea acestuia umplut cu aer, se determina
masa balonului gol.

Dispunem acum de toate datele pentru
determinarea masei moleculare din ecuatia

generala a gazelor:
m
PeV=— +R+T(1.1)deunde
M
meR+T
rezultiM= — (1.2)

PV

unde m este masa vaporilor din balon, iar £ig. 1./. Determinarea masei moleculare;
R tant ) () baie de incilzire; (b) balon cu git efilat;
constanta gazelor. (t) termometru.

11
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1. 2. 2. Echilibrul fazelor

Exista trei metode de determinare a masei moleculare care se aplica in conditii
de echilibru a doua faze majore (lichid-gaz sau lichid-solid):

- scderea presiunii de vapori

- metoda ebulioscopicd

- metoda crioscopica

Cele trei metode se aplica indeosebi la determinarea masei moleculare a
micromoleculelor. Asta deoarece, in cazul macromoleculelor, obtinerea solutiilor,
chiar a celor diluate, care sad permita decelarea efectului respectiv, implica
dizolvarea de cantititi prea mari de substant. Comparatie: realizarea unei solufii
de molalitate 0,01 presupune dizolvarea de 1,8 g glucoza (in 1000 g apa), dar
necesitd 130 g In cazul mioglobinei s1 670 g in cazul hemoglobinei.

Mai trebuie precizat ca cele trei metode sunt valabile pentru solutii diluate
de neelectroliti.

1. 2. 2. 1. Scaderea presiunii de vapori

Discutia ce urmeaza se refera la solufii formate dintr-un solvent volatil si
un solvat nevolatil, astfel ci presiunea de vapori a solutiei se datoreaza practic
numai solventului. S-a constatat c, la aceeasi temperaturd, presiunea de vapori
a solutiilor este mai mic3 decét presiunea de vapori a solventului pur. Daci P,
este presiunea de vaporl a solventului pur, iar P este presiunea de vapori a solutiei
se defineste cobordrea absolutd a presiunii de vapori prin diferenta AP = P -P;
cobordrea relativd a presiunii de vapori se defineste prin relatia AP/P,,.

O lege stabilitd empiric de Raoult afirma ca coborérea relativi a presiunii
de vapori este numeric egald cu fractia molard a solvatului, x,:

AP - —rf-— (13)
oo,

unde n, reprezintd numdrul de moli de solvent, iar n, este numarul de moli de
solvat din solutie.

Raportul AP/P; nu depinde de valorile absolute ale P si P si nici de
temperaturd, ci numai de fractia molara a substantei dizolvate. Solutii echimolare
de diferite substante, in oricare solvent, pastreaza aceeasi valoare a raportului
AP/P,. fn acelasi solvent se obtine aceeasi presiune de vapori P, indiferent de
natura chimici a solvatului (neelectrolit).

De fapt, legea lui Raouit se aplica solutiilor diluate de neelectroliti. Tabelul
1. 1 ilustreazd aceasta prezentdnd valorile experimentale medii ale raportului
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AP/P, pentru diferite substante dizolvate in solventii respectivi, fractia molara
avand in fiecare caz valoarea x, = 0,01. Se observi ci abaterile de la legea lui
Raoult sunt de ordinul procentelor.

Tabelul 1. 1.
Valorile lui AP/P, pentru diferite solutii, toate avind x, = 0,01, in solventii mentionati.

Solvent | Api Metanol Eter Benzen CCl, Acetoni cs,
AP/Po  [0,0102] 0,0102 0,0101 0,0096 0,0106 0,0105 0,0105

Avind in vedere c3 se lucreazi cu solutii diluate, valoarea lui n, este neglijabil
de mic3 in raport cu valoarea lui n,. Pe de alti parte, explicitind valorile lui n, si
n, ob{inem, introducénd in relatia (1. 3):

n,

n M
22 @y sanx, =22 2L (1.5)
n+n, n M, g

x,=
unde g, si g, sunt masele, in grame, de solvat si respectiv solvent, iar M, si M,
sunt masele moleculare corespunzitoare. Relatia (1. 3) devine:

AP g, M, _ M, B
=—=—(1.6) sau M,=g, — —— (1.7)
P, M, g g, AP

Determinénd presiunea de vapori a solventului, P, a solutiei P si lucrind
cuun solvent cu masa moleculard M, cunoscuté dispunem de toate datele pentru
determinarea masei moleculare a solvatului, M,.

1. 2. 2, 2.Ebulioscopie, crioscopie

Se stie ca solutiile fierb mai sus si ingheatd mai jos decit solventul pur.
(Aceastd comportare este de asemenea consecinta faptului ci solutia are presiunea
de vapori mai scizuti decit solventul pur). Expresia cantitativi a celor dou3
fenomene a fost de asemenea gasitd de catre Raoult. Pentru cresterea p. f. a
solutiilor s-a observat ca diferenta AT, dintre temperatura de fierbere a solutiei si
cea a solventului pur este direct proporfionald cu molalitatea solutiei:

ATp=E+b (1. 8)

unde E este constanta ebulioscopica (de la cbulire = a fierbe 1n 1. latind), iar b
molalitatea (numnérul de moli de substant3 dizolvati in 1000 g solvent). Se observa
ca pentru b = 1 rezultd AT¢= E; de aici denumirea lui E drept ridicarea molald
ap. f. In mod practic, se determini valori ATy pentru solutii diluate (molalitate
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tn jur de 0,01) si se obtine constanta ebulioscopicé E prin calcul. Se demonstreaza,
atat pe cale termodinamic3, cat si pe cale cinetica, faptul ca:

R T}
E=———(1.9)
Ly
unde: E este constanta ebulioscopicd; R constanta gazelor; T, temperatura
de fierbere a solventului (In K); L, caldura latentd de vaporizare a unui mol
de solvent.

Considerand relatia (1. 8) pentru solutii de molalitate unu in diferiti solventi
rezult3, prin calcul, 1n solventul respectiv, valoarea lui AT si implicit a constantei
ebulioscopice E. in tabelul 1. 2 se prezint cateva constante ebulioscopice, precum
s1 o comparatie Intre valoarea calculata si valoarea determinati experimental a
acestor constante.

Pentru coborérea punctului de congelare este valabila o lege asemanatoare:

DT,=-K+b (1. 10)

unde ATS este diferenta dintre temperatura de solidificare a solutiei si respectiv,
a solventului (semnul minus provine de la faptul ci ultima este mai mare decit
prima); K este constanta crioscopicd (de la hrios = gheatd, in 1. greac3) sau
cobordrea molald a punctului de congelare. Se demonstreaza corelatia dintre
K si alte mérimi termodinamice:

R -T2
K= g

11D
S

unde R este constanta gazelor; T, temperatura de congelare a solventului;
L,, cildura latent de topire a unui mol de solvent. In tabelul 1. 3 se prezinta
cateva valori ale Iui K, precum si o comparaie intre valorile teoretice si cele
determinate experimental.

Tabelul 1.2. Tabelul 1.3.
Constante ebulioscopice Constante crioscopice
Solvent E, grade Solvent K, grade
Calculat Maisurat Calculat Maisurat

Api 0,513 0,515 Api 1,859 1,860
Acetond 1,72 1,73 Acid acetic 3,8 3,9
Etanol 1,19 -
Eter 2,20 2,16 g‘.’nz;“ 5,07 5,12
Benzen 2,63 2,64 itrobenzen 6,9 6,9
Dioxan 3,22 3,13 KCl 252 25,0
Cloroform 3,76 3,80 Camfor 40,7 40,0
14
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Determinarea masei moleculare. Determinarea masei moleculare se poate
realiza aplicind relatiile (1. 8) pentru metoda ebulioscopicd si (1. 10) pentru
metoda crioscopici. Mai practice sunt Insi relatiile de tipul:

1000 -
M, -E. ——22 (1.12)
AT-g,
1000 -
M,=K —— 82 .13
AT -g,

unde semnificatiile marimilor sunt cele cunoscute.

Ecuatiile (1. 12) si (1. 13) se obfin din rationamentul urmitor: o solutie
care confine M, grame de solvat in 1000 grame solvent va determina o crestere
a p. f (respectiv, o scddere a p. t.) egald cu E’C respectiv, K’C). O solufie
formati din g, grame solvat in g grame solvent va determina valorile AT
respective. Prin urmare:

M
2 determind........oooeevvniiirneinnnnnn, valoarea E (respectiv K)
1000
£; .
—determind...........ccociiiiiiiiiiiiiiienn, valoarea AT
E1

Rezulti:

1000-
AT=E-m (1.14) A respectiv
M, -g

1000- g,
AT=K-——=2 (1.15)
M,-g

din care se deduc relatiile (1. 12) si (1. 13).
Inrelatia (1. 13) obtinem valori pozitive pentru ci se ia ca T diferenta intre
temperatura de congelare a solventului §i solutiei.

1. 2. 3. Presiunea osmotici

Intelegerea osmozei ca fenomen fizico-chimic implica notiunea de membrani
semipermeabila. La studiul solutiilor, precum si la studiul sistemelor coloidale,
se numeste membrand semipermeabild, o membrani permeabili pentru solvent,
dar impermeabil3 pentru substanta dizolvati. (i) Excelente membrane
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semipermeabile, si de o mare complexitate, sunt
membranele celulelor vii. (i) O membrana
semipermeabild satisficdtoare pentru unele
experimente simple o constituie celofanul. (iii) O
bund membranad semipermeabild se obtine prin
metoda lui Pfeffer. O incinta de portelan poros se
umple cu o solutie diluata de sulfat de litiu si se
cufundi intr-o solutie similara. Se trece un curent
electric; in acest fel aerul este indepartat din porii
celulei osmotice. Dupa spélare aceasta se umple
cu o solutie de ferocianurd de potasiu si se aseaza
fntr-o solutie de sulfat de cupru. In interiorul
. : . .. incintei se introduce un catod de platind, iar in
Fig. 1. 2. Determinarea presiunii .
osmotice; (a) vas cu apa Solutiade sulfat de cupru un catod de cupru. Intre
distilata; (b) incinta cu pereti  cei doi electrozi se trece un curent electric ce are
porosi (continind solutia); (¢)  rolul de a transporta cele doud tipuri de ioni, cupru
tub de sticla. si ferocianurd, unii spre aliii si in peretele celulei
osmotice. Are loc reactia:

2CuS0, + K,[(Fe(CN),] — Cu,[Fe(CN),] + 2K,S0,

Precipitatul de ferocianurd de cupru, insolubil In apa, constituie un
excelent sistem semipermeabil. Incinta poroas3 se sudeaza apoi la un tub de
sticld (Fig. 1. 2).

Fenomenul osmotic se observad In felul urmator: in recipientul cu pereti
semipermeabili se introduce o solutie dupa care aceasta se cufunda In ap3 astfel
incét nivelul solutiei si al apei si fie acelasi. In timp, se observi ci apa urci in
tub pana la o inil{ime h deasupra nivelului lichidului (Fig. 1.2). Trecerea apei
prin membrana semipermeabild in experimentul de mai sus se numeste osmozd
(din grecescul osmosis = a impinge). Echilibrul se atinge cind meniscul din tub
se afld la o anumita inaltime h deasupra nivelului apei pure ceea ce inseamni ca
presiunea in solutie este mai mare decdt presiunea in apa purd; diferenta de

presiune se numeste presiune osmoticd a solutiei. Neglijand mica diferenta dintre

|| T

N
\

I
ks

\

densitatea apei si densitatea solutiei presiunea osmotica i este egali cu presiunea
exercitatd de coloana de lichid h si este dati de produsul:

n=peg+h (1.16)

unde h este Indltimea (cm); p, densitatea lichidului (g/cm?®); g, acceleratia
gravitationala (980 cm/sec?).
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Expresia presiunii osmotice se demonstreaza pe cale termodinamica:
R-T
g=mn- —— 1.17)
v

Continutul relatiei (1.17) poate fi enuntat in modul urmitor: presiunea
osmotic3 a unei solutii diluate este egald cu presiunea exercitati de un gaz perfect
care se afla la aceeasi temperaturd si ocupa acelasi volum ca solutia si contine un
numir de moli egal cu numérul de moli al substantelor dizolvate in solutie.

Presiunea osmotica se mai defineste ca fiind presiunea ce ar trebui exercitati
asupra solutiei din celula de dializ pentru ca solutia sa nu urce in tub. Presiunea
osmoticd este o proprietate coligativa a solutiilor: marimea ei nu depinde de
natura chimicd a moleculelor de solvat ci numai de numarul acestora per unitatea
de volum. Doui solutii care prezintd aceeasi valoare a presiunii osmotice se
numesc izotonice sau izoosmotice. Relatia (1.17) (corectatd) este utilizatd la
determinarea masei moleculare atdt a micromoleculelor cit si amacromoleculelor.

Determinarea masei moleculare. Vom discuta In continuare determinarea
masei moleculare prin masurarea presiunii osmotice, aplicata la macromolecule.
Se utilizeazd solutii de polimer avind diferite concentratii. Rezultatele se
reprezintd apoi in forma raportului 7/c in functie de ¢ unde © este presiunea
osmoticd iar c este concentratia (In g/cm?). Se utilizeazi ecuatia:

1
wle=R-T- (-1;[— +B-¢)(1.18)

unde: R este constanta gazelor; T, temperatura absolutd; M, masa molecular3;
B, coeficientul vinal secund.

.Ordonata la origine a reprezentirii de mai sus este RT/M. Coeficientul
unghiular al dreptei este B, coeficientul virial secund.

Masa moleculard a unui sistem polidispers, obtinutd prin masuratori de
presiune osmotic, este 0 masa moleculard medie, deoarece proprietitile coligative
depind numai de numirul de particule prezente. Este unul dintre motivele pentru
care presiunea osmotic este utilizati mai putin in méasurétori de mase moleculare
a biopolimerilor si in special a polielectrolitilor ca de ex. glicoproteinele si
proteoglicanii.

Deoarece presiunea osmotici depinde de actiunea membranei
semipermeabile, care contine de-o parte componente macromoleculare, la
echilibru existd efectul Donan care trebuie luat in calculul masei moleculare.
Efectul Donan este de obicei eliminat prin utilizarea unui electrolit, cum ar fi
NaCl in concentratie 0,1-0,3 M, 1 i3 Un alt dezavantaj al acestei metode
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este timpul lung (de la citeva ore la citeva zile) necesar pentru stabilires
echilibrului; un astfel de timp poate favoriza schimbari nedorite cum ar f
depolimerizarea, fn solutii diluate. Pentru acest motiv se utilizeaza mai frecvent
asa numita metoda osmometricd dinamicd. In cadrul acestei metode se masoari
viteza de difuzie a solventului la presiunea hidrostaticd constantd iar mas:
moleculari a unei probe poate fi determinati in cel mult 10 ore.

1.2.4. Metode chimice

Metodele chimice de determinare a masei moleculare se aplica, similar ct
metodele osmotice, atit micromoleculelor cét si macromoleculelor.

1.2.4.1. Metode titrimetrice

Metodele titrimetrice de determinare a masei moleculare se aplici fie direc
titrdnd de ex. o cantitate determinata dintr-un acid monocarboxilic cu o soluti
de NaOH cu titru cunoscut fie hidrolizand esterul cu un exces dintr-o astfel d
solutie si in final titrdnd excesul cu un acid cu titru cunoscut. Metoda se preteaz!
la acizii monocarboxilici sau policarboxilici, la trigliceride, 1a fosfolipide etc. I
cazul amestecurilor eterogene se obtine o masd moleculard medie.

1.2.4.2. Metaloproteine

Masa moleculard a metaloproteinelor poate fi determinatd masuranc
procentul de metal. in alte cazuri metoda chimici trebuie corelati cu o alti metodi

De ex, hemoglobina de cal deshidratata confine 0,328% fer. Pe de alta part
s-a gasit ca o solutie contindnd 80 g hemoglobina la litru da o presiune osmotic!
7 =0,026 atm la 4°C.

Continutul de fer d3 pentru hemoglobini o masa moleculari de 17.000 Da
de patru ori mai scizutd decit masa moleculard reald (dar este corectd pentn
mioglobind a cidrei molecula este formatd dintr-un singur lant polipeptidi
contindnd un atom de fer).

Presiunea osmoticd da pentru hemoglobini valoarea 70.000 ceea ct
demonstreazi cd molecula hemoglobinei native este format3 din patru lantur
polipeptidice, continind fiecare un atom de fer. In cazul mioglobinei mas:
moleculard obfinuta din masurarea presiunii osmotice di practic aceeasi valoar
ca determinarea chimica.
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1.2.5. Analiza sedimentirii

Utilizand ultracentrifuga se obtin cAmpuri centrifugale intense care determina
macromoleculele sd sedimenteze fn solutie. Difuzia, care mentine in mod normal
macromoleculele dispersate uniform, este compensata de forta centrifugala. Se
utilizeaza trei tipuri de masuratori de sedimentare pentru determinarea masei
moleculare:

- viteza de sedimentare

- echilibrul de sedimentare

- tendinta spre echilibrul de sedimentare

fn metoda vitezei de sedimentare macromoleculele care migreazi spre fundul
tubului lasd in urma solvent pur. Se formeaza astfel o granita neta iar migrarea
acestel limite dc separatie este urmarita fic prin masuratori de absorbtie UV fic
prin masuratori ale indicelui de refractie. Cand se obtine o viteza de deplasare
constantd Inseamni ca forta centrifugala contrabalanseaza rezistenta frictionala.
Constanta de sedimentare S este data de ecutia:

dx/dt
S=—
o -y

1.19

unde y este distanta de la centrul de rotatie; t, timpul in secunde; ®, viteza
unghiulard in radiani pe secundi. Constanta de sedimentare, dat3 in unitati de
1+ 10 sec, se numeste unitate Svedberg. Aceasta este proportionald cu masa
moleculard dar este influentatd de conformatia moleculei si de coeficientul
frictional. Cu toate acestea dac, pe langi constanta de sedimentare, se determina
s1 coeficientul de difuzie a solutiei respective de polimer, masa molecularda M a
acestuia este data de relatia:
u=-2T 5 (a0
Dy(1-v -p)

unde M este masa moleculard, in Da; R, constanta gazelor; T, temperatura
absoluta; S_este constanta de sedimentare iar D, coeficientul de difuzie, ambele
obtinute ca valori experimentale prin extrapolarea concentratiei la zero; v este
volumul specific partial iar p este densitatea solutiei. Dependenta lui S si D de
concentratie se conformeaza unei ecuatii de tipul:

1 1
—=— A +k- o) (1.31)
S S,
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Ecuatia (1.21) permite cunoasterea lui S_si D prin reprezentarea lui 1/, respectiv
1/D in functie de c.

Precizia metodei bazate pe viteza de sedimentare este determinati de precizia
cu care este cunoscut volumul partial specific, v; aceastd metoda se preteazi cel
mai bine la molecule sferice.

In tabelul 1.4 se prezinti citeva valori M, S si D ale proteinelor; se observa
cd S nu depinde strict proportional de M.

Tabelul 1.4.
Constante fizice ale unor proteine (A. Lehninger, 1975)
Proteina M Dx 10’ S
Citocrom ¢ (din inimi bovina) 13.370 11,4 1,17
Mioglobina (inimd de cabaline) 16.900 11,3 2,04
Chimotripsinogen (pancreas bovin) 23,240 9,5 2,54
§ - Lactoglobulina (lapte de capra) 37.100 7,48 2,85
Albumini serici (umana) 68.500 6,1 4,6
Hemoglobini (umani) 64.500 6,9 4,46
Catalaza (ficat de cabaline) 247.500 4,1 11,3
Ureaza (soia) 482.700 3,46 18,6
Fibrinogen (uman) 339.700 1,98 7,63
Miozina (cod) 524.800 1,10 6,43
Virusul mozaicului tutunului 40.590.000 | 198 2,03

1.2.6. Spectrometria de masi

Cénd un compus, situat In vid inalt, este bombardat cu electroni acesta este

transformat in ioni pozitivi prin pierderea unui electron:
M +e - M*+2e

Reactia de mai sus are loc Intr-un spectrometru de masa. (lonii pozitivi pot
fi produsi si prin alte metode).

Tonul pozitiv M* se numeste ion molecular sau ion parental si se formeazi
cand energia electronilor este egala cu aceea a potentialului de ionizare (de obicei
10-15 V). In practici energia electronilor este 50-70 €V; in aceste conditii jonul
molecular posedd un exces de energie, suficient de mare pentru a-1 cliva intr-un
amestec de fragmente neutre si fragmente incarcate pozitiv. Ultimele, dac posedi
un exces de energie, sunt fragmentate In continuare.

Majoritatea ionilor poseda o unitate de sarcind pozitiva dar altii pot transporta
0 sarcind pozitiva dubla sau chiar mai mare. (Anumiti ioni pot fi chiar Incarcati
negativ prin capturi de lectroni). Toti ionii pozitivi sunt accelerati intr-un cimp
electric si separati prin trecerea lor printr-un cdmp electric si ulterior printr-un
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camp magnetic. In felul acesta ionii care poseda acelasi raport masa/sarcini
(m/e) sunt colectati 1n fascicule §i cad pe o placi colectoare. Concomitent ionii
sunt sortati conform raportului masa/sarcina si totodata pot fi determinate masele
ionilor. Deoarece majoritatea ionilor poseda o singurd sarcind pozitiva, m/e este
echivalent cum. In privinta rezolutiei spectrometrele de masa actuale pot diferentia
intre ioni a cdror mase diferd la zecimala a treia.

Prin urmare spectrometria de masa permite, alaturi de determinarea masei
moleculare, si evaluarea abundentei izotopice a elementelor dintr-o moleculd
(Tabelul 1.5).

Spectrul de mas3 se reprezintd sub forma intensititilor fasciculelor de ioni
in functie de raportul m/e. Fiecare compus pur are un model de fragmentare
caracteristic, inclusiv ionul molecular.

Tabelul 1.5.
Abundenta izotopici a unor elemente chimice

Element Masi % Element Masi %
H 1 99,985 F 19 100
D 2 0,015 S 32 95,0
C 12 98,89 S 33 0,74
C 13 1,11 S 34 4,24
N 14 99,63 Cl 35 75,4
N 15 0,37 Cl 37 24,6
o 16 99,76 Br 79 50,6
o 17 0,04 Br 81 49,4
0 18 0,20 1 127 100

In cadrul spectrului de mas4 maximul corespunzitor ionului cel mai abundent
se numeste peak de bazd. Acesta este utilizat pentru a prezenta spectrele de masa
Intr-o forma standardizat3; pentru aceasta intensitatii sale i se atribuie valoarea
100 iar toate celelalte maxime sunt prezentate ca procente din maximul de baza.
Un ansamblu de astfe] de valori constituie modelul de clivare, care este descris
fie sub form3i de grafic (Fig. 1.3) fie sub forma unui tabel.

Spectrometria de masi necesita cantitati de substantd foarte mici (cateva
1g); aceastd metodi s-a dovedit extrem de valoroas3 pentru determinarea masei
moleculare (deci si a formulei moleculare), elucidarea structurii, analiza cantitativa
a amestecurilor, determinarea potentialului de ionizare si a tariei legatuni.

Tabelul 1.6 prezinta fragmentele cele mai des intalnite la clivarea a diferiti
compusi in spectrometria de masa.
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Fragmente identificate in spectrometria de masi

Tabelul 1.6.

m/e Fragment m/e Fragment m/e Fragment
1| H 41 | CcH, 71| CH,
2| H 42 | CH, 72 | CHNH,
14 | CH, 43 | CH,CH,CO 73 | COOC,H,
16 | O,NH, 44 | CO, CH,=CHOH, | 74 | CH,=C(OH)OCH,
17| OH C,HNH, 77 | CH,
18 | H,0, NH, 45 | CHO,CHCHOH, | 78 |CH,
19| F COOH 79 | CH,, Br
20 HF 46 NO, 80 | HBr
26 | CH,CN 51| CH, 83 | CH,
27 | CH, HCN 53 | CH, 85 | CH,
28| CH,CO,N, 55 | CH, 88 | CH, =CH(OH)OC H,
29 | CH,CHO 56 | CH, 91 | CH,
30 | CH,NH, NO 57 | CH, CHCO 93 | CHO
31| CHOH,CHO | 58 | CHNH, 94 | CHO
CH, = C(OH)CH, 97 | CH,
32| CHOH 59 | coocH, 99 N
33| SH C,H,CHOH,
CH, = C(OH)NH,
4| HS 60 | CH,=COOH, 105 | CH,CO
35 Cl 65 CH, 127 | 1
36 HCI 66 CH, 128 | HI
39| CH, 69 | CH,
40 | CHCN 70 | CH,
00 b ——— - .
g
g
s
< |
SR vyl Fig. 1.3. Spectrul de
0 20 30 L0 SOmasi al unui compus
m/e organic
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1.3. METODE DE PURIFICARE
ALE COMPUSILOR ORGANICI

fnci de la inceputurile chimiei a existat o imbinare intre metodele chimice
si fizice utilizate in elucidarea structurii. In ultimele decenii aceastd imbinare a
devenit o necesitate, metodele chimice si metodele fizice completdndu-se reciproc
in sensul in care cele doua stiinte se inspira fiecare din problematica si conceptele
celeilalte.

Metodele fizice si chimice sunt strins impletite de-a lungul celor trei etape
necesare in caracterizarea unui compus:

L. Obtinerea compusului respectiv In stare purd

II. Elucidarea structurii

III. Sinteza chimic3, pe o cale sau pe mai multe cdi, de preferinta
independente.

Exista de asemenea o suprapunere pronuntati a informatiei in cursul celor
trei etape; de ex. comportarea fizico-chimica a compusului 1n faza de purificare
ne poate furniza informatii valoroase asupra structurii. Relatiile metabolice
(biosinteza si/sau catabolismul) constituic de asemenea argumente structurale
conturate din ce in ce mai complet. Tot In acest cadru s-au elaborat metode
enzimatice de elucidare a structurii (vezi gangliozidele etc.).

Compusii organici, fie ca se obtin prin sintezi chimici fie prin izolare dintr-
o sursd naturald, sunt arareori puri. De obicei ei se gasesc amestecai cu cantitati
variabile din alte substante mai mult sau mai putin nrudite ca structurd, numite
impuritati.

Inainte ca structura si proprietatile fizico-chimice si fiziologice ale unui
compus organic si poatd fi investigate complet, compusul trebuie si fie pur.
Metodele de purificare frecvent folosite sunt urmatoarele:

- cristalizarea

- distilarea

- cromatografia

1.3.1. Cristalizarea

Purificarea substantelor solide (si uneori si a celor lichide) se face prin
cristalizare dintr-un solvent adecvat sau diritr-un amestec de solventi.

Purificarea substantelor prin cristalizare se bazeazi pe de o parte pe
solubilitatea lor diferit3 Intr-un solvent sau intr-un amestec de solventi. Totodata
cristalizarea duce la o imbogitire in componenta respectiva datorita faptului c3
cristalele ca structuri ordonate nu inglobeazi in structura lor specii chimice striine.
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Se ia in consideratie faptul ca solventul nu reactioneaza chimic cu substanta
de cristalizat. Pe de alti parte solventul de cristalizare trebuie ales n asa fel Incét
solubilitatca substantei de purificat s fie ridicata la punctul de fierbere al
solventului si scizutd la temperatura camerei sau la o temperatura mai scizuta.
Daci se utilizeazi doi sau mai multi solventi pentru cristalizare, materialul de
purificat se dizolva in solventul cu putere de dizolvare mai marc si apoi se adauga
solventul in care compusul studiat este mai putin solubil.

De obicei cristalizarea se efectueazi pe amestecuri In care impuritatile au o
pondere de cel mult 5%. In aceste conditii cristalizarea duce la indepartarca
impurititilor, indiferent daca impuritatile au o solubilitate mai mare sau mai
micd decat substanta de purificat.

Procesul de cristalizare constd, in esentd, din urmatoarele etape: (i) dizolvarea
-substantei impure, prin incilzire, fntr-un volum minim de solvent; (ii) aducerea
la fierbere, citeva minute, dupa ce in prealabil s-a addugat un varf de spatula de
carbune activ; (iii) filtrarea rapida la cald; se va alege un filtru prin care cérbunele
sa nu treacd; (iv) racirea solutiei pentru ca substanta dizolvata sa cristalizeze; (v)
separarea cristalelor din solutia-muma.

1.3.2. Distilarea

Purificarea substantelor prin distilare se bazeaza pe faptul cd doud sau mai
multe substante diferite ating presiuni de vapori diferite la aceeasi temperaturd
(inclusiv la punctul de fierbere). Distilarea este consideratd o metoda consacrata
pentru purificarea substantelor lichide. In diferite variante ins3, distilarea este
utilizat3 si pentru purificarea substantelor solide si gazoase, in ultimul caz fiind
bineinteles precedata de lichefiere.

Existd mai multe variante ale distilarii:

(a) distilarea la presiune atmosferica

(b) distilarea cu vapori (antrenarea cu vapori)

(c) distilarea sub presiune redusi (distilarea in vid) se aplici atunci cand
distilarea la presiune atmosfericd ar duce la degradarea substantelor. Reducand
presiunea din instalatia de distilare la 0,1-30 mm Hg, p.f. al compusilor scade
considerabil si pericolul descompunerii lor este eliminat.

(d) distilarea in vid nalt (distilarea moleculard) serveste la purificarea unor
compusi cu p.f. foarte Inalt sau care sunt deosebit de sensibili la Incalzire. Se
lucreaza In acest caz la o presiune mai scazuta sau cel mult egald cu 10 mm Hg.

Particularitatea principald a instalatiei in care se realizeaza distilarea
moleculard este distanta mica (de ordinul a cativa cm) Intre suprafata lichidului
incidlzit si zona condensatorului. Mai precis spus dimensiunile instalatiei pentru
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distilarea moleculari sunt comparabile cu liberul parcurs mijlociu al moleculelor
supuse distildrii. Se defineste liberul parcurs mijlociu ca fiind distanta strabatuta
de o0 molecula Intre doud ciocniri succesive. Liberul parcurs mijlociu creste rapid
cu scaderea presiunii. De ex. in cazul aerului:

Presiunea (mm Hg) 1,0 0,1 0,01 0,001
Liberul parcurs mijlociu (cm) 0,0056 0,0562 0,562 5,62

Liberul parcurs mijlociu al moleculelor organice (cu masa mai mare decit
a aerului) este mai scurt si astfel devine evidenti distanta dintre vasul de distilare
si condensator. Prin procesul de distilare moleculard p.f. este redus cu 100-200°C
reusindu-se astfel purificarea unor compusi extrem de labili termic. Viteza de
distilare are loc conform relatiei:

I 1
(1.33)

“P*Yar M R T

unde:
m, masa de substantd evaporata per cm? de lichid per secunda;
p, densitatea vaporilor saturai la temperatura dat;
M, masa moleculari a substantei;
R, constanta gazelor;
T, temperatura absoluta.

1. 3. 3. Cromatografia

Existd citeva caracteristici comune tuturor tipurilor de cromatografie.

(D) La orice tip de cromatografie existd o fazd mobila (eluantul) si o fazi
fixa (faza stationar).

(II) Indiferent de natura chimica sau starea de agregare, faza stationara se
géseste intr-o pronuntata stare de dispersie (in stare fin divizati) pentru a oferi o
suprafatd de contact cit mai mare.

(II) Ca mecanism de separare, orice tip de cromatografie presupune stabilirea
a o serie de echilibre a ciror directie o deplasim in sens favorabil separarii si
elutiei de pe suportul cromatografic.

Separarea cromatografica se realizeaz3 datorit3 distributiei diferentiale a
componentelor unui amestec intre cele doud faze: faza mobila si faza stationara.
Cromatografia oferi un mijloc de concentrare a produsului care se giseste
Intr-un amestec in dilutie mare, si este o metoda extrem de valoroas3 pentru
purificarea si identificarea constituentilor amestecului respectiv.
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Faza fixa poate fi o coloan, o fasie de hartie sau un strat subtire de material
depus pe o placad de sticld sau pe o folie de aluminiu (cromatografia in strat
subtire, CSS).

Cromatografia se imparte, dupa mecanismul separarii, in:

(a) Cromatografie de adsorbtie. In acest caz faza fixa este constituitd din
silicagel, alumind, carbune etc. Faza mobila este un solvent sau un amestec de
solventi organici. Acest tip de cromatografie se practica atdt In coloani cat si in
strat subtire (CSS). Mecanismul preponderent este adsorbfia, definitd ca o crestere
a concentratiei unui solut (sau mai multora) la suprafata de separatie a fazelor
unui sistem dispers.

(b) Cromatografia de partitie sau distributie. Mecanismul predominant in
acest caz este partitia diferentiald a componentelor de separat intre faza mobila
(lichida san gazoas3) si faza stationard alcatuita dintr-o peliculd de lichid fixati
puternic pe un solid fin divizat. Cromatografia de partitie este de doud feluri: in
faza directd si In faza inversatd. Cromatografia pe hartie sau pe coloani de celuloza
constituie un caz de cromatografie de partitie in faza direct3; in acest caz pelicula
de lichid adsorbita este polara iar faza mobila este un solvent organic.

In cazul cromatografiei de partitie In faza inversata se realizeaza in prealabil
o hidrofobizare chimica a suportului cromatografic, kieselguhr (celitd), prin
tratarea acestuia cu un amestec de trimetil-clor-silan si hexametil-disilazan.
Grupirile hidrofile ale suportului inert reacfioneazi dupd cum este indicat in
Fig. 1.4. Grupdrile trimetil-silil, spre deosebire de gruparile hidroxil, sunt puternic
hidrofobe;prin urmare la expunerea particulelor de celitd hidrofobizati la un
solvent organic (de ex. 2, 2, 4-trimetil-pentan) acesta se va adsorbi puternic sub
forma unei pelicule pe suprafata particulelor. Acum, relizand elutia cu o fazi
polara (de ex. un amestec de metanol si apd) acest amestec nu va avea nici un

OH G OSi(CH,),
+2(CH,),Si-Cl

OH OSi(CH,),

OH "NH3 OSl(CH3)3
+ (CH,),SiNHSi(CH,),—>

OH OSi(CH,),

Fig. 4. Hidrofobizarea unui suport cromatografic.
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efect asupra fazei hidrofobe iar componentele dizolvate in faza mobila se vor
distribui intre cele doud faze In functie de afinitatea lor fizico-chimica pentru
cele doud faze. Cromatografia de partitie in faza inversata se practicé si cu faza
mobild alcatuitd dintr-un gaz: azot, heliu, argon etc.

(c) Cromatografia de schimb ionic. Schimbdtorii de ioni sunt polimeri
insolubili contindnd un numir mare de centre ionizabile care in solutii apoase
disociaza electrolitic. Ei se impart dupa compozitia lor n:

- schimbdtori anorganici de ioni (cel mai adesea alcalialumosilicati);

- schimbitori organici de ioni (in cea mai mare parte rsini sintetice). Acestia
au dobandit o important deosebiti pentru chimia organica si pentru biochimie.

Schimbitorii de ioni se impart dupa funcfia lor in:

- cationifi

- anioniti

Cationitil, sau schimbitorii de cationi sunt in esen{d anioni polimeri,
polivalenti, care In solufie apoasi sunt capabili sd puna in libertate cationii
legati si si-i schimbe cu alfii. Anionitii sunt cationi polimeri polivalenti cu
proprietiti analoge.

Schimbatorii de ioni sunt fumizati in forma fin divizatd obtinuti prin
mdécinare sau, mai recent, sub forma de sferoizi obtinuti direct prin procesul de
polimerizare-emulsionare. Schimbitorii de ioni sub formi de sferoizi sunt adecvati
pentru scopuri cromatografice deoarece difuzia ionilor 1n interiorul granulelor
se realizeaza uniform in toate zonele acestora. Ei au o rezistenta fizico-chimicé
apreciabild iar in coloanele cromatografice dau o viteza de curgere rezonabila.

Schimbitorii organici de ioni constau in esentd dintr-un schelet si din
grupirile functionale - grupirile active - cirora li se datoreazd schimbul activ.
Scheletul constd cel mai adesea dintr-o risind sinteticd obtinutd prin
policondensare. Pe acest schelet se grefeazi, direct sau prin intermediul puntilor
metilenice, grupirile functionale. Acestea sunt fie acide fie bazice: schimbitorii
cationici puternic acizi contin grupiri -SO,H iar cei slab acizi contin grupari -
COOH. La schimbitorii anionici bazici grupirile active sunt baze cuaternare, de
ex. Sch-N(CH,),)*HO, iar la schimbitorii slabi sau de tarie medie diferite grupari
amino substituite -NR?R'.

O structura de bazi constand din polistiren inretelat spatial cu divinilbenzen
este printre cele mai utilizate la elaborarea schimbitorilor de ioni. Adiugind
cantitdti variabile de divinilbenzen la polimerizare este posibil sa se obtin un
schelet mai compact sau mai lax. Rezult3 astfel o retea cu deschideri variabile ce
permit accesul moleculelor in functie de marime. Numarul leg3turilor transversale
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din structura de bazi este aproximativ proportional cu procentul de divinilbenzen.
Deosebim astfel schimbitori de ioni 2%, 4%, 8% sau chiar cu un procent mai
mare; procentul de 8% conferd deja o structurd foarte compactid. Numirul de
legaturi transversale, adicd gradul de inretelare, este etichetat nu in procente ci
prin litera X. De ex., cationitul Dowex 50 este produs in urmitoarele tipuri: X 1,
X2,X4,X5,X8,X 16. Schimbitorii de ioni mai putin compacti (de ex. 2%)
sunt geluri usoare care se gonfleaza puternic si care permit si accesul moleculelor
mari. Cu cresterea lui X gelurile devin mai compacte, rezistenta creste, gradul
de glonflare scade si scade de asemenea mirimea moleculelor ce pot difuza in
interiorul granulei de schimbitor de ioni.

Numirul gruparilor functionale, exprimate la unitatea de greutate sau de
volum stabilesc capacitatea teoreticd de schimb. Aceasta este de regula exprimata
in miliechivalenti per gram, respectiv per mililitru de schimbitor si este o masurd
a numdrului maxim de ioni pe care schimbitorul i poate lega (schimba). La
utilizare se obtin insd valori mai scizute: capacitatea practicd a schimbatorului
depinde 1nsa de felul ionilor schimbati si de conditiile de lucru.

Daci la gruparile functionale ale cationului se leaga protoni se spune ca
schimbitorul se gaseste In forma H*; el poate de asemenena exista in forma Na®,
Ca?" etc. Un anionit poate exista in forma bazici, adica in forma HO -, sau in
forma de sare: Cl- sau HSO, . Trecerea schimbétorului de ioni, din forma fn care
a fost ldsat dupa utilizare, in forma initiald se numeste regenerare.

Cationitii puternic acizi au o capacitate egald de schimb pentru toti ionii
(inclusiv H*) si din aceastd cauzi sunt utilizabili intr-un domeniu larg de pH.
In forma H* ei pun in libertate acizii din solutii neutre diluate de siruri
(Sch = schimbator):

SO3H* 50
Sch e (s 207) == seh caZ* + (2H' + 2017
SO3H" 505
Cationitii acizi slabi disociaza practic numai in solutii neutre si alcaline
(sub forma de sare). Capacitatea lor de schimb variazi putemic cu pH-ul. In
mediu acid se giseste in forma H*, ionizeaza putin si schimba ionii foarte incet.
Cationitii acizi slabi nu scot acizii tari din s3rurile lor neutre dar scot acizii slabi
(acetatii) din s@rurile acestora. Pe aceastd proprietate se bazeazi utilizarea

cationitilor acizi slabi (pe bazi de carboxil) pentru indepartarea excesului de
alcalii dintr-o solutie, fara a exista pericolul aparitiei acizilor tari. Cationitii slabi
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au o afinitate selectivd pronuntatd pentru ionii polivalenti; de aceea ei pot fi
utilizati pentru indeparatea acestor ioni.

O comportare asemanitoare se observa la anioniti. Anionitii putemic bazici
sunt ionizati in orice forma si actioneaza Intr-un domeniu larg de pH cu aceeasi
capacitate. Din s3ruri neutre diluate pun in libertate bazele:

Sch-N(CH,),)*'HO" + (Na*Cl') = Sch-N(CH,),)*Cl + (Na* + HO")

Anionitii slab bazici isi schimba capacitatea de schimb cu valoarea
pH-ului. In domeniul alcalin ei nu disociaza electrolitic, nu cliveazi sarurile
bazelor tari dar scot bazele slabe din sarurile acestora (de ex. anilina). De aceea
anionitii slab bazici pot fi utilizati in forma bazica pentru a indeparta excesul de
acizi tari dintr-o solutie fara sd existe pericolul unei alcalinizari ulterioare
puternice. Deoarece ei nu ionizeaza in domeniul alcalin ei nu leag3 in aceste
conditii acizii slabi (acid carbonic, acid salicilic) care, dimpotriva, disociazi
chiar in acest domeniu de pH. Capacitatea de schimb a anionitilor bazici slabi
creste repede cu sciderea pH-ului.

1. 4. METODE DE INVESTIGARE
A STRUCTURII COMPUSILOR ORGANICI

Introducere

Radiatia electromagnetica consti din unde compuse dintr-un vector electric
care este perpendicular pe un vector magnetic, ambii vectori fiind perpendiculari
pe directia de propagare. De aici deriva impirtirea studiilor spectroscopice de
analiza 1n doud tipuri.

A. Pentru absorbtia luminii este indeosebi responsabil vectorul electric si
aceasta se realizeazi prin interactia acestui vector cu electroni si nuclei atomici
Incarcati electric. Spectrele de absorbtie care apartin acestui tip sunt spectrele Tn
ultraviolet, vizibil, infrarosu, Raman si microunde.

B. Pe de altd parte spectrele de absorbtie pot fi obtinute prin interactia
particulelor incircate cu cAmpuri magnetice sau electrice variabile. Spectrele de
absorbtie care apartin acestui tip sunt spectrele de rezonanti magnetic3 nuclears,
rezonanta electronici de spin si spectrele de masa.
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1.4.1. Caracteristicile radiatiilor electromagnetice.
Domenii spectrale

Cecle dous mirimi care caracterizeaza radiatiile electromagnetice - lungimea
de undi si frecventa - sunt legate prin relatia:

Ae v=c (1.23)

unde A este lungimea de und3, v frecventa radiatiei iar ¢ reprezintd viteza luminii,
3 x 10'° cm/s. Marimea 1/A se numeste numdr de undd. Energia unei radiatii
electromagnetice este data de relatia:

E=h-v (1.24)

unde E este energia iar h este constanta lui Planck, avand valoarea 6,626 « 10
erg X s.
Introducand pe v din relatia (1.23) in relatia (1.24) putem scrie:

hec
E= (1.25)
A

Pentru un mol de fotoni care ar avea asociati lungimea de undi A rezulti:
po Ythee (1.26)
A

unde N, numirul lui Avogadro, are valoarea 6,023 * 10%; h, constanta lui Planck
6,625 « 107 erg x s; ¢ viteza luminii, 3 « 10'° cm/s. Efectuand calculele rezulta:

11,97 « 107 11,97 + 103
E=———— ergemol!= ——— kJemol'=
A
2,86 103 1,24+ 10+
= —— kcalemol'= — ¢V (1.27)
A A

Lungimea de undi A se masoara in cm. Se stie ¢ un electron-volt (eV) este
energia pe care o castigd un electron accelerat prin parcurgerea liberd a unei
diferente de potential de un volt.

1eV=1,602¢10"erg
Un mol de electroni, adica N electroni (N, nr. lui Avogadro), ce stribat
o diferentd de potential de un volt posedi o energie totala de:
1eVeN=3,83+10%2¢6,023 « 102 = 23,1 kcal * mol"
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Cu ajutorul relatiei (1.27) se poate calcula energia fiecarui domeniu spec-
tral prezentat in Tabelul 1.7.

Domeniul vizibil al spectrului reprezinti radiatiile cu lungimea de unda
cuprinsa intre 400 nm (violet) si 760 nm (rosu) (Tabel 1.8) care produc senzatia
de lumina n ochiul omenesc.

Radiatia care reprezintd o singurd lungime de undd se numeste
monocromaticd. De fapt o astfel de radiatie este o idealizare; ea nu se situeaza la
o valoare stricti ci pe un interval. De ex. linia 86Kr (A= 6057 A) se situeazi pe un
spectru cu litimea de 0,0044 A iar radiatia *Ca (A = 4226 A) pe un domeniu de
0,0016 A. In mod practic radiatia monocromatici se defineste ca un domeniu de
lungimi de und cu lungimea de maximum 3 A. De ex. 5.000 + 1,5 A. Laserul si
maserul produc radiatii aproape monocromatice.

Tabelul 1.7.
Domenii spectrale
Lungimea de undi . L
- Energia radiatiei Domenii spectrale

cm alte unitati

103 unde radio

102 Im

10 microunde

1 1 cm

10 1 mm

107 100um IR indepirtat

10?2 10 um 2,86 kcal/mol IR apropiat

104 1 pm 28,6 kcal/mol

VIZIBIL (vezi tabel 1.8)

10° UV apropiat

10 10 nm 2860 kcal/mol UV indepirtat (vid)

100 A

107 1 nm raze X

10°® 1A

10° 0,124 MeV raze Y

10 0,01 A 1,24 MeV
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Tabelul 1.8.
Domeniul vizibil al spectrului

Dimeniul (nm) Culoarea Culoarea complementard
400-435 violet galben-verde
435-480 albastru galben
480-490 verde-albastru portocaliu
490-500 albastru-verde rosu
500-560 verde purpuriu
560-580 galben-verde violet
580-595 galben albastru
595-605 portocaliu verde-albastru
605-760 Tosu albastru-verde

1. 4. 2. Absorbtia luminii. Legea Lambert-Beer

Cénd lumina, prin care vom desemna aici undele electromagnetice de orice
lungime de unda, este transmisa printr-un mediu intensitatea ei scade. La aceastd
scadere contribuie in mod inegal trei procese: absorbtia, reflexia si difuzia. In
cazul cind reflexia si difuzia sunt neglijabile vorbim de absorbfia radiatiei.
Scdderea intensititii luminii in functie de grosimea stratului stribatut se
conformeazi, in anumite conditii, legii Lambert-Beer. Pentru a ajunge la aceasta
lege se considerd un strat de material (substantd) absorbant de grosime b
(Fig. 1.5). Fiel intensitatea radiatiei incidente si I intensitatea radiatiei transmise
dupd traversarea stratului b. Intensitatea dI absorbitd de stratul de grosime
infinitezimald db este proportionala cu intensitatea I a luminii cate atinge acest
strat precum si cu grosimea db:

di=-keI-db (1.28)
Semnul minus arata ca I scade atunci cand b creste; prin urmare dI si db sunt de

asemenea de semne contrare. k este o constanti de proportionalitate caracteristica

I substantel studiate. Separind
0 variabilele §i integrand intre limitele
I sil, respectiv 0 si b rezulta:

b LLLLLLY L LD db

I
In — =-k*b (1.29)

\l I

= L] -k4b
t1g. 1.5 Schemi ilustrind legea Lambert-Beer I I0 e (1‘30)
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care este tocmai legea Lambert-Beer. Constanta k se numeste coeficient de
absorbtie. Sensul fizic al lui k se dezviluie punand Tn ecuatia (1.30) conditia:

keb=1 (1.31)
Rezulta:
I

0

I
— =cl= 0,368 sau — =e¢ (1.32)
I, 1

Prin urmare coeficientul de absorbtie k reprezinta inversul grosimii unui strat
pentru care intensitatea radiatiei incidente scade de e ori. Dimensiunea Jui k este
lungime™.

Raportul Ul se numeste fransmitantd sau transparentd si are valori cuprinse
intre 0 si 1:

T= — 1.33
P (1.33)

Cu cét puterea absorbantd a mediului este mai mare transmitanta T este
mai mica.
Trecand la logaritmi zecimali in expresia (1.29) rezulta:

I
log — =-0,4343k+b  (1.34)
I

0

Dacia notdm 0,4343 * k = a obtinem:
I=1+10°" (1.35)

unde a se numeste coeficient de extinctie si, prin analogie cu (1.31) si (1.32),
reprezintd inversul grosimii acelui strat pentru care intensitatea radiatiei incidente
scade de 10 ori; a are de asemenea ca dimensiune L.

Coeficientul de extinctie este independent de b §i I dar este dependent de
natura chimici a mediului absorbant si de lungimea de und3 a radiatiei incidente.
Prin urmare legea Lambert-Beer este valabili numai pentru o radiatie
monocromatica. Daca mediul absorbant este o solutie coeficientul de extinciie a
depinde si de concentratje.
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Cologaritmul transmitan{ei se numeste extinctia sau densitatea opticd sau
absorbanta mediului:

E=1log I_° (1.36)
I

Din (1.35) si (1.36) avem:
E=a-b (1.37)
Ecuatia (1.37) este o altd forma de exprimare a legii Lambert-Beer din care

rezultd cd extinctia E este o mdrime aditivd: extinctia este proportionald cu
grosimea stratului absorbant.

Dependenta absorbtiei de concentratie este de asemenea continutd in legea
Lambert-Beer: coeficientul de extinctie, ca si cel de absorbtie, este proportional
cu concentratia.

Aceast3 proportionalitate este descrisd, 1n functie de modul de exprimare al
concentratiei, prin relatiile:

a=ge°c (1.38)

a=7y-ec, (1.39)
Factorul de proportionalitate € constituie coeficientul molar de extinctie sau
absorbtivitatea molard a substanfei; concentratia c, se exprima in acest caz in
moli/1. In cazul cind concentratia c, se exprimé procentual se utilizeazi relatia
(1.39) iar y este coeficientul de extinctie specificd sau absorbtivitatea specificd a
substantei.

Inlocuind (1.38) 1n (1.35) si in (1.37) rezulta:

1=1+10%"°1°% (1.40)
respectiv:
E=ge-c *b (1.41)

Punénd 1n ecuatia (1.41) conditia ca valoarea lui c, si fie 1 mol/] iar valoarea
drumului optic b egala cu 1 cm rezulta:

E=¢ (1.42)

Prin urmare coeficientul molar de extinctie este extinctia unei solutii cu
concentratia 1 mol/1 la un drum opticb =1 cm. Practic, valoarea lui £ se determina
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masurdnd extinctia unor solutii mult mai diluate decét 1 mol/1, mai precis in
domeniul in care E este proportional cu c, dupd care se calculeaza pentru
concentratia de 1 mol/1. Dimensiunile lui € sunt fie 1 » mol! » cm’, fie
cm?*mol, in cazul al doilea valoarea contine si factorul 1.000 fatd de prima
exprimare (deoarece 1 litru = 1.000 cm®).

Ecuatia (1.41) exprima o lege fundamentala a spectrofotometriei de absorbtie:
extinctia este proportionald cu grosimea stratului absorbant (drumul optic) si cu
concentratia. Coeficientul molar de extinctie € este o constanta caracteristicd a
substantei absorbante. Marimea coeficientului molar de extinctie denota
sensibilitatea cu care se poate determina concentratia unui compus.

(ii) Inlocuind (1.39) in (1.37) rezult:

E=yec,*b (1.43)
unde E este extinctia, b drumul optic (ce se misoard in cm) iar ¢ concentratia
procentuald; 'y se numeste In acest caz coeficientul de extinctie specificd i este
extinctia unei solutii cu concentratia 1% la un drum opticb = 1 cm.

Este de la sine Inteles ca trecerea de la coeficientul molar de extinctie € la
coeficientul de extinctie specifica ¥y, sau invers, se face cunoscand masa

moleculard a compusului studiat precum si variatia densitdtii solutiei cu
concentratia.

1. 4. 3. Spectre de absorbtie

Introducere

Cand lumina este absorbita de catre o moleculs, aceasta suferd o tranzitie
dintr-o stare de energie mai joasa Intr-o stare de energie mai Inalti. Dac3 molecula
este monoatomica energia absorbita este utilizatd numai pentru a ridica nivelele
de energie ale electronilor. Dac3 molecula este alctuitd din mai multi atomi
lumina absorbitd poate realiza schimbiri Tn energia electronicd, vibrationald si
rotationala. Tranzitiile electronice dau absorbtie (sau emisie) in partea vizibila si
ultravioletd a spectrului, pe cnd schimbirile vibrationale si rotationale dau
absorbtie (sau emisie) respectiv in infrarosu apropiat si departat. Tranzitiile
electronice sunt de reguld insotite de celelalte doud. Studiul acestor schimbari
energetice da informatii despre structura moleculelor.

Spectrul Regiunea
Ultraviolet de vid 100-200 nm
Ultraviolet 200-400 nm
Vizibil 400-760 nm
Infrarosu apropiat 12.500-4000 cm™ (0,8-2,5 )
Infrarosu 4000-650 cm™ (2,5-15,4 )
Microunde 1 mm-10cm (3 « 10° - 3 « 10° MHz)
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Daci I, este intensitatea unui flux incident de lurnind monocromatica si |
acela al fluxului emergent care a strabatut un mediu absorbant de grosime x cm,
intensitatea I variazi dupd legea Lambert-Beer. Reprezentarea extinctiei (sau
coeficientul molar de extinctie) fatd de lungimea de unda (sau frecventa) constituie
spectrul (sau curba de absorbtie) s1 acesta este caracteristic pentru un compus
pur. Se intelege ca reprezentarea transmitantei fatd de lungimea de unda (sau
frecventd) va da un spectru ,,complementar" fata de precedentul (in sensul ci
extinctie mare Tnseamna transmitantd mica si invers).

Deosebit de importante sunt lJungimile de unda ale maximelor de absorbtie
si intensitatea lor concretizatd ca valoare a coeficientului molar de extinctie.
Pentru spectrele in ultraviolet se prezinti lungimea de undi (in A sau nm) a
maximului de absorbtie si valoarea Jui € la lungimea de unda respectva. De ex.
A . (EtOH) 2800A (sau 280 nm) (€ 4.000), ceea ce inseamni ci solutia etanolici
a substantei are un coeficient molar de extinctie de 4.000 unitati de extinctie
(1 + mol"! * cm™) la o lungime de unda de 2800A sau 280 nm.

Spectrele infrarosii sunt relatate ca de ex. A __ (CS,) 1030 cm™ (s), ceea ce
inseamnd cd compusul, In solutie de CS,, are maxim de absorbtie puternic la
1030 cm™. La inregistrarea spectrelor in infrarosu se obisnuieste sa se utilizeze
urmitoarele litere pentru a indica intensitatea: m (mediu), s (strong = puternic,
intens), v (variabil), v.s. (very strong = foarte puteric) si w (weak = slab).

1.4.3.1. Spectroscopia tn ultraviolet si vizibil

fnainte de a discuta aplicatiile spectroscopiei in ultraviolet s vizibil vom
mentiona mai intdi diferiti termeni utilizati. Un cromofor este o unitate structurald
care produce absorbtia luminii in regiunea ultravioletd sau a culorii in regiunea
vizibild. Un auxocrom este orice grupare care, desi nu este un cromofor, realizeazi
o deplasare spre rosu, adicd o schimbare de absorbtie catre regiunea rosie a
spectrului, cind este atagat la un cromofor. Astfel combinatia cromoforului si
auxocromului se comporta ca un cromofor nou. Un efect batocromic (deplasare
spre rosu) si un efect hipsocromic (deplasare spre albastru) sunt strimutarea
benzii de absorbtie spre lungimi de unda mai lungi si respectiv mai scurte. Efectul
hipercrom si efectul hipocrom creste si respectiv descreste intensitatea absorbiei.

Conform teoriei orbitalilor moleculari un atom sau o molecul3 este excitat(3)
cand un clectron este transferat dintr-un orbital de legdrurd pe un orbital de
antilegdturd. In acest sens se pot realiza tranzitii electronice in diferite feluri. O
tranzitie n care un electron ¢ de legturi este excitat la un orbital o* de
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antilegituri se numeste tranzitie 6 — o*. In c*  Antilegiturd
acclasi fel ® — m* reprezintd tranzitia unui

electron m de legaturd pe un orbital n* de T*  Antilegituri
antilegaturd. (Fig. 1.6.). E n Nelegituri
O tranzitien 7t* reprezinta tranzitia unui T Legiturd

electron apartindnd unei perechi de electroni
de nelegaturd (electroni neparticipanti) pe un
orbital w* de antilegaturd. Acest tip de tranzitie
se realizeazd cu compusi care contin legdturi  Fig. 1. 6. Diagrama nivelelor
duble care implicd heteroatomi de ex. energetice.

=C=0, =C=§, =C=N-, etc,sipotfireprezentate dupd cum urmeaza:

c Legiturd

N . N\ . N
_0—0 | e——/cag —> 030
F=>7n* PR
Fig. 1.6. arata diagrama modelului de nivele energetice si se poate vedea ci
tranzitiile sunt realizate prin absorbtia a diferite cantititi de energie.

1wy

s1 ordinea Jor generala de diferen{i energetici este:

C—>0*>nN—H>C0C¥>T > A*>10n — M*

Legiturile duble izolate nu dau benzi putemice dar cind sunt prezente sisteme
conjugate benzile sunt deobicei pronuntate in regiunea cu lungime de undi mai
lunga. Astfel o aplicatie important3 a spectroscopiei in UV si vizibil este detectarea
si elucidarea naturii sistemelor conjugate (inclusiv aromaticele). Aceasta este
realizati adesea prin folosirea moleculelor ,,model", adici o molecul3 ,,simpla"
care diferd de compusul investigat Intr-un fel care s n-aiba nici un efect asupra
cromoforului.

Studiile unor spectre in UV-vizibil. Alcanii absorb in regiunea 140-150 nm
(6 = 0*) i cand sunt combinati cu diferiti auxocromi apar benzi noi (n — 6*)
de absorbtie la lungimi de undi mai lungi, de ex. RCI, 170-175; RBr, 200-210;
RI, 255-260; ROH si R,0, 180-185; RNH,, 190-200 nm (R, alchil). Pe de alta
parte cromoforul carbonil (in diferite grupari functionale) absoarbe in general
peste 200 nm, de ex. aldehidele, 180 nm (1t — 1t*) si 290-295 (n — 1*); cetonele
190 (n — 7*) si 270-280 (n — m*); acizi monocarboxilici saturati, 200-210
(0 — 7*); esteri, 200-205 (n — ©*); amide, 205-220 (n — 7*). Chiar aceasti
absorbtie la lungimi de undi mai lungi de 200 nm permite identificarea multor
cromofori fn compusii organici. '
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Cind legaturile duble etilenice sunt in conjugare sau conjugate cu o grupate
carbonil, absorbtia se muta la lungimi de undd mai lungi, de ex. pentru
crotonaldehida existd o banda la 220 nm (n — ©*) si alta la 321 nm (n — ©%)
(vezi si Tabelul 1.9.). Un aspect interesant al sistemelor conjugate este ca
geometria dienelor si trienelor conjugate afecteazd atdt A___ cét si pe &. in
general compusii aciclici absorb la o lungime de unda mai scurtd si au o
intensitate mai mare decat compusii ciclici corespunzitori, de ex. butadiena,
217 (e = 21.000) si ciclohexa-1, 3-diena, 257 (e = 8.000). A__ si € sunt de
asemenea afectati de tensiunea din moleculd, cu cit este mai mare tensiunea cu
atdt este mai scurtd lungimea de und3, de ex. ciclobutanona, 281 nm;
ciclohexanona, 290 nm. Efectele sterice, cand opereaza, descresc conjugarea
astfel cd izomerul trans va absorbi la o lungime de undd mai lungd decét
izomerul cis.

Compusii aromatici aratd un numdr de benzi, de ex. benzenul absoarbe la
184 (e = 60.000), 204 (g = 7.400) si 254 (¢ = 200) nm. Toate aceste benzi
constituie tranzitii * — n* iar banda 254 este numitd banda benzenoida si este

Tabelul 1. 9.
Maxime de absorbtie in UV (in parantezi €).

Compusul* A nm(e) Compusul A_..nm(e)
Etilend 175 (5.000) Rezorcinol 277 (2.200)
T e s o

exatrien .
Acetaldehidi %gg g’ggggg o-Nitroanilind 222 (16.000)

290 (15) 275 (5.000)
Acetoni 190 (900) m-Nitroanilina 235 (16.000)
280 (12) 373 (1.500)
Crotonaldehidi 220 (16.000) p-Nitroaniling 229 (5.000)
321 (20) 375 (16.000)
Benzen 204 (7.400) Naftalind 220 (100.000)
254 (200) 275 (5.700)
Toluen 206,5 (7.000) Antracen 253 (200.000)
261 (225) 375 (8.000)
Clorbenzen 210 (7.400) Fenantren 252 (50.000)
o 264 (200) 293 (16.000)
Anilini 230 (8.600) Furan 205 (6.000)

. 280 (1.400) . 250 (2)
Nitrobenzen 270 (7.800) Tiofen 235 (4.500)
Fenol 210 (6:200) Pirol 210 (10.000)

271 (1.450) . 240 (400
Catecol 214 (6.000) Piridina 252 (2.000)
278 (2.600) Chinolina 313 (2.500)
Stilben (trans) 295 (27.000)
Stilben (cis) 280 (10.500)

* n cele mai multe cazuri solvent a fost etanolul
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caracterizatd printr-un grad
mare de structura find (Fig. 1.
7.). Pentru derivatii benzenului
aceastd bandi benzenoida se
realizeaza in general intre 250
si 280 nm, dar pentru
aromaticele polinucleare se
mutd la lungimi de unda
mai lungi deoarece numarul
de cicluri creste (vezi
Tabelul 1. 9.).

Toti substituentii au in
benzen un efect batocromic - —L— n
(vezi Tabelul 1. 9). Pentru 200 250 300 nm
derivatii disubstituiti ai Fig. 1. 7. Spectrul UV al benzenului in etanol.
benzenului pozitiile
maximelor de absorbtie depind de orientarea substituentilor. Totodata, pentru
disubstitutia para, existd doui situatii: cand substituentii interactioneazi elec-
tronic in acelasi sens, de ex. NH, si NO,, sau cand duc la o polarizare opusi, de
ex. NH, si OCH,. fn ultimul caz maximul de absorbtie este de obicei aproape de
acela al cromoforului mai puternic.

Diferite benzi in compusii benzenoizi sunt numite uneori prin litere, de ex.
benzi E (180-220 nm), K (220-250 nm), B (250-290 nm) si R (275-330 nm).
Benzile E si B se ivesc din tranzitii ® — n*, banda K, care este deasemenea
datorata tranzitiilor T — 1*, este prezent3 la compusii aromatici cu ciclu benzenic
direct atasat la un grup care contine o legiturd multipld, de ex. stirenul,
benzaldehida, nitrobenzenul, acidul benzoic etc. Pe de alta parte daci acest grup
(direct atasat la ciclul benzenic) contine deasemenea un atom cu o pereche de
electroni neparticipanti atunci sunt posibile tranzitii n — 7*, si acestea dau nagtere
benzii R. Deoarece benzile B si R au o regiune de suprapunere si deoarece banda
B are o intensitate mai mare decit banda R ultima este adesea ,,mascatd" de
citre prima.

Benzile K si R se realizeazi deasemenea in sistemele conjugate aciclice.

In literatura anterioari se utilizau litere pentru a desemna diferite tipuri de
tranzitii electronice: N » V (1 — 71*); N - A (n = 1n*); N > B (n - o*).

Cazul anilinei este valoros pentru consideratiile care urmeazi. In etanol
A, este 230 nm (fig. 1.8), dar in acid apos diluat A, este 203 nm. In baza
liberd perechea de electroni neparticipanti a azotului poate intra in conjugare cu

Absorbanta
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ciclul benzenic. Astfel in

anilind existd delocalizare

crescuta si in consecintd

maximul de absorbtie

este deplasat spre lungimi

de undi mai lungi.

fn cationul aniliniu

perechea de electroni

neparticipanti nu mai este

disponibild  pentru

_ . conjugare cu ciclul si

260 ' 25;0 300 nm  astfel molecula se

' ' comportd ca benzenul

insusi (care este cromofor
in ambii compusi).

Compusii heterociclici au in mare masurd spectre UV similare cu cele din
compusii benzenoizi analogi (Tabelul 1. 9).

Este de remarcat deasemenea efectul solventilor. Etanolul este utilizat cel
mai adesea deoarece este un bun solvent pentru multi compusi organici si este
transparent la lungimi de unda mai mari de 200 nm. Totusi solventii polari (si
cei care pot forma legaturi de hidrogen) tind sa interactioneze electrostatic (si
formeaza legaturi de hidrogen) cu diferiti cromofori, de ex. gruparea carbonil.
Aceasta schimbd distributia de sarcind In molecula si are ca rezultat o delocalizare
crescutd. Pentru tranzitii m — m*, sunt stabilizate atat starile de bazi cat si cele
excitate, 1ar maximul de absorbtie se deplaseazi la lungimi de unda mai lungi.
Pe de alti parte, pentru tranzitii n — n*, starea de baza este, de ex., un atom de
hidrogen legat la o pereche de electroni neparticipanti, in timp ce in starea excitati
legatura de hidrogen implicd numai un electron din perechea de electroni
neparticipanti (celalalt fiind deja promovat ntr-o stare de energie mai nalt). in
aceste circumstante starea de bazi este mai stabilizatd decat starea excitati si in
consecintd absorbtia se deplaseazi la lungimi de undd mai scurte. Aceastd
deplasare spre albastru la cresterea polaritatii solventului, de ex. ciclohexan —
etanol — apa, este un mijloc util de recunoastere a tranzitiilor n — 7*.

Absorbanta

Fig. 1.8. Spectrul UV al anilinei in etanol.

1.4.3.2. Spectre de absorbtie in infrarosu (4.000 - 650 cm™)

Absorbtia in regiunea infrarosie este datorata variatiei energiei vibrationale.
Cerinta esentiald pentru ca o substantd si absoarbi in aceastd regiune este ca
vibratiile din molecula si dea nastere la o distributie de sarcini asimetrici. Astfel
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VY VYV Y

(a) (b) (c) (d) (f)

Fig. 1.9. Misciri posibile in cazul unei molecule neliniare.
(2) intindere simetrici; (b) Intindere asimetricd; (¢) deformare in plan (forfecare);
(d) deformare in plan (balansare, oscilare); (¢) deformare in afara planului (pendulare);
(f) deformare in afara planului (risucire).

nu este necesar pentru molecula respectiva sa posede un moment de dipol per-
manent. Dupa cum tranzitiile electronice sunt cuantificate tot asa sunt cuantificate
nivelele de energie vibrationala si rotationald. O moleculd neliniard poate suferi
un numar de miscari vibrationale, principalele doua tipuri fiind intinderea (vibratia
de-a lungul legiturii) si deformarea (indoirea; deplasani perpendiculare pe
legaturi). Fig. 1.9 ilustreaza cdteva moduri posibile pentru o moleculd neliniara
(asim. = asimetric; def. = deformare; Int. = intindere; sim. = simetric; semnele
plus si minus reprezintd miscarea relativa perpendiculari pe pagind).

Cand o molecula contine n atomi exista 3n-6 (in cazul unei molecule liniare,
3n-5) frecvente vibrationale fundamentale. Acestea nu sunt toate diferite si s-ar
putea si nu apara toate in regiunea de absorbtie in IR. Numarul real de frecvente
fundamentale depinde in mare masurd de simetria moleculei si cu cit molecula
este mai putin simetrica cu atit este mai mare numarul frecventelor vibrationale
diferite. In plus s-ar putea s fie prezente unele frecvente noi, altele decat cele
fundamentale. Ele sunt deobicei cu putin mai mici dect multiplii frecventelor
fundamentale si sunt cunoscute ca supratonuri sau armonice. Astfel pe masurd
ce n cregte spectrul IR devine din ce In ce mai complicat.

‘Regiunile de intindere au frecvente mai inalte (lungimi de undd mai scurte)
decét regiunile de deformare, iar intensititile primelor sunt mai mari decét cele
ale ultimelor. Cu toate ci masele atomilor legati influenteaza predominant
frecventa absorbiei, si alte efecte joaci un rol important ca de ex. mediul (adica
natura atomilor vecini), efecte sterice etc. Astfel, in general, o grupare particulara
nu va avea o lungime de unda de absorbtie maxima fixa ci va avea o regiune de
absorbtie, maximul real in aceastd regiune depinzand de restul moleculei. Spectrul
depinde deasemenea de starea fizici a compusului: gaz, lichid (ca film subtire),
solid (ca strat subtire sau ca pastild), sau solutie (preferabil diluatd in CCl,,
CHCI, sau CS.).

In examinarea initiala a spectrului practica uzuald este de a cduta prezenta
diferitelor grupari functionale. In acest fel compusul este atribuit unei anumite
clase structurale. Cunoasterea formulei moleculare ajuti adesea pentru a elimina
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unele dintre altemative, iar reactiile chimice ale compusului constituie un auxiliar
pretios in aceasta directie. Identificarea compusilor este realizati prin comparatie
cu spectre publicate (sau cu spectrul unui specimen autentic). Regiunea
1.400-650 cm™! este cunoscutd ca ,,regiunea amprentei”; aceasta este regiunea
verificatd de obicei pentru identificare, deoarece aceasta este asociatd cu variatii
energetice vibrationale (si rotationale) ale scheletului molecular, s1 astfel este
caracteristicd compusului.

Daci a fost gisitd o banda care corespunde unei grupari particulare prezenta
acestel grupari trebuie s3 fie confirmata prin atribuirea prezentei unei alte benzi
care este deasemenea caracteristici gruparii, de ex. esterii alifatici saturati arata
o bandi putemic3 n regiunea 1.750-1.735 em™ (int. C = O) si o altd banda
puternica in regiunea 1.250-1.170 cm™ (int. C-O). In plus absenta unei benzi
care este caracteristica unei grupari particulare nu este o dovada concludent ca
aceasta grupare nu este prezentd in moleculd. O cauzi pentru aceasta este ca
dou3 grupari intr-o moleculd pot interactiona, si rezultatul este ca ambele regiuni
sunt acum diferite de regiunile individuale asteptate. Este prin urmare intotdeauna
de dorit sa existd si informatie chimici despre compus si deasemenea date
spectroscopice obfinute din alte metode (UV s1 RMN).

Frecventa de absorbtie a unei legaturi formate de cétre doua elemente date
este micsoratad dacd unul dintre atomi este inlocuit cu un izotop mai greu. Se
utilizeaza aceasta In atribuirea benzilor de absorbtie in IR, de ex. benzile In
CHCl,, care sunt deplasate la frecvente mai joase in CDCL,, pot fi astfe] atribuite
legaturilor C-H s1 C-D. Micsorarea frecventei este deasemenea observata deobicei
cand unul dintre atomi este Inlocuit de catre un atom mai greu In aceeasi grupi
periodica (vezi halogenuri de alchil, Tabelul 1. 10).

Regiunile de absorbtie ale gruparilor functionale au fost obtinute empiric.
Tabelul 1. 10 da regiunile de absorbtie pentru un numir de tipuri de legéturi.

In afari de elucidarea structurald, studiul spectrelor in IR conduce la
informatii asupra multor tipuri de probleme, de exemplu:

(1) Spectroscopia in IR a fost utilizatd pentru a distinge intre izomerii
geometrici. Spectroscopia in IR a fost de asemenea o metoda foarte valoroasi in
cazul studiilor conformationale.

(i1) Cei trei benzeni disubstituiti izomeri au benzi de absorbtie caracteristice
s1 aceasta oferd un mijloc de determinare a orientarii lor.

(ii1) Spectroscopia in IR a dat o mare cantitate de informatii despre problema
rotatiei libere in jurul legéturii simple; de exemplu, deoarece intensitatea absorbtiei
este proportionala cu concentratia, a fost posibil de atribuit prezenta si cantitatile
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Tabelul 1.10.
Absorbtia in IR a unor legituri chimice

Legitura Gruparea Regiunea (cm™')*
1 2 3
CH = | Metil (Alcani) 2975-2950
2885-2860

1470-1435 (def))
1385-1370 (def)
Metilen: Alcani si cicloalcani (cu exceptia 2940-2915

ciclopropanului) 2870-2845
Metin 1480-1440 (def)
2990-2880
=C-H | Alchene si cicloalchene 3040-3010
cis-Alchene 730-665 (def)
trans-Alchene 970-960 (def)
Aromatice 3080-3030
=C-H [ RC=C-H 3310-3300
C-H | RCHO 2880-2650
C=C| Alchepe 1680-1620
Conjugate la C=C sau C=0 1660-1580
Aromatice 1625-1600 (in plan)

1590-1575 (in plam)
1525-1475 (in plan)

C=C | RC=CH 2140-2100
R!C=CR? 2260-2190
C-F Alchil fluoruri 1100-1000
C-Cl | Alchil cloruri 750-700
C-Br | Alchil bromuri 600-500
C-1 Alchil iodun 600-500
O-H | Alcooli si fenoli: liberi 3670-3580
Cu legituri de hidrogen (intermoleculare) 3550-3230
Cu legituri de hidrogen (intramoleculare) 3590-3420
Acizi (liberi) 3560-3500
Oxime 3650-3500
B-Ceto-esteri (chelatizati) in jur de 2700
Amine
N-H | Alifatice si aromatice primare §i secundare
libere 3500-3300 (2 benzi pentru
primare; 1 bandi pentru
secundare)
legate 3400-3100
Amide primare: aprox. 3500
libere aprox. 3400
legate aprox. 3350
aprox. 3200
C=0 | Anhidride acide:
aciclice 1840-1800
ciclice 1780-1740
1870-1830
Cloruri acide 1800-1760
Acizi: 1815-1785
alifatici 1725-1700
aromatici 1700-1680

* Toate regiunile, cu exceptia celor specificate in parantezi, sunt pentru vibratiile de intindere.
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Tabel .10 (continuare)

1 2 3
Aldehide:
alifatice 1740-1720
aromatice 1715-1695
Amide (primare) aprox. 1690
aprox. 1650
alfa-Dicetone 1730-1710
B-Dicetone (enoli) 1640-1540
gama-Dicetone 1725-1705
Esteri (R'COOR?) 1750-1735
B-Ceto-esteri (enoli) 1655-1635
Cetone:
alifatice 1725-1700
alkarilice 1700-1680
ciclice 1780-1700
diaril 1670-1660
Lactone:
gama- 1780-1760
delta- 1750-1735
Chinone (2 CO intr-un inel) 1690-1660
Acizi o, B-nesaturati 1715-1690
Aldehide o, B-nesaturate 1705-1680
Cetone o, P-nesaturate 1685-1665
Cc-0 Alcooli:
primari aprox. 1050
secundari aprox. 1100
tertiari aprox. 1150
Epoxizi 1260-1240
Esteri 1250-1170
Eteri (-CH,-O-CH,-) 1150-1060
C-N Amine:
alifatice 1220-1020
aromatice:
primare 1340-1250
secundare 1350-1280
terfiare 1360-1310
C= Oxime (R,C = NOH) 1690-1630
C=N Alchil cianur 2260-2240
NO, Alifatic:
primar §i secundar 1565-1545 (NO, vib.)
1385-1360 (NO vib.)
tertiar 1545-1530 (NO vib.)
1360-1340 (NO vib.)
Aromatic 1550-1510 (NO vib)
1365-1335 (NO vib.)
Benzen substituit:
mono- 770-730
710-690
di-:  o- 770-735
m- 800-750
720-680
p- 840-810

*Toate regiunile, cu exceptia celor specificate in paranteza, sunt pentru vibratiile de
Intindere.
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a diferite conformatii intr-un amestec (intensitafile variaza cu temperatura cand
sunt prezente doud sau mai multe conformatii).

(iv) Au fost examinate amestecurile tautomere si obtinute cantitdtile de
tautomeri. In multe cazuri existenta tautomeriei poate fi atribuitd prin
spectroscopia 1n IR (cf. iii).

(v) Spectroscopia in IR pare a fi cel mai bun mijloc de atribuire a prezentei
legaturii de hidrogen (atat in asociere, cat si in chelatizare). In experimente uzuale
nu este posibil de a distinge Intre legitura de hidrogen intra- si intermoleculara.
Aceste doud moduri de legare pot fi diferentiate prin obtinerea a o serie de spec-
tre la diferite dilutii. Pe masurd ce dilutia creste raportul absorbtie: concentratie
scade In cazul legiturii de hidrogen intermoleculare, dar raportul respectiv riméane
constant odati cu cresterea dilutiei in cazul legaturii de hidrogen intramoleculare.

De asemenea, a fost utilizatd masurarea intensititii benzii hidroxil libere
pentru a atribui numarul de grupéri hidroxil prezente intr-o moleculd (cu o formula
moleculard cunoscutd).

(vi) Este posibil de evaluat momentele de dipol din spectre infrarosti.

(vii) Cand o legituri intre doi atomi sufer3 o intindere actioneaza imediat o
forta de revenire. Pentru o valoare mic3 a Intinderii forta de revenire este direct
proportionald cu deformarea:

f=ke+d (1.44)

unde f este forta de intindere; d variatia distantei dintre cei doi atomi,
k constanta de fortd de Intindere a legaturii. Din spectrele in IR se poate afla
frecventa de vibratie v, iar aceasta permite calcularea constantei de fortd prin
utilizarea relatiei:

k=4eg2eviem (1.45)

Constanta de forta k permite o evaluare a tdriei legaturii chimice dintre atomii
respectivi. in Tabelul 1. 11 sunt date cateva valor ale constantei de forta pentru
o serie de legaturi chimice, deduse din spectrele IR ale moleculelor biatomice si
poliatomice.

Tabelul 1. 11.

Constante de fortd (in dyn x em™) ale unor legituri chimice

Legitura | H-H | C-H | C-C | C-Cl |CI-C1 [Br-Br| I-I |C=C |C=C| C=0| C=0|N=N
ke10® | 48 |50 | 434312 3,18 [2,38 | 1,68 [ 10,8 | 14,9 | 12,9| 18,6 | 22,2
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Se observa ci legatura dubla C=C cste cam de doud on, iar legétura tripld cam
de trei ori, mai puternicd decat legitura simpla C--C. Totodata, constanta de
fortd a monoxidului de carbon este cam cu 30% mai mare decét a unei
legaturi duble normale C=0, fiind foarte apropiatd de constanta de forid a
legaturii triple C=C si N=N. Aceasta dovedeste cd molecula monoxidului de
carbon are structura C'=0".

L. 4. 3. 3. Spectroscopia de absorbfie in microunde in stare gazoasd
(I mm-10 cm). '

Microundele sunt studiate acum indeosebi cu ajutorul tehnicilor radio.
Spectroscopia in microunde consti din doud tipuri: spectroscopia de microunde
in stare gazoasd, care se ocupd cu gazele, i rezonanta electronicd de spin, care
studiaza radicalii liberi.

Spectroscopia microundelor studiaza variatia nivelelor energiei rotationale
a unui gaz (vapori) cand acesta este iradiat cu microunde. Cu ajutorul acestei
metode este posibil si se calculeze lungimea legaturii, unghiurile legiturii,
momentul de dipol, bariera de energie in cazul rotatiei impiedicate etc. Datorita
rezolutiei Tnalte a spectroscopiei microundelor se poate distinge usor, prin acest
mijloc, intre molecule similare chimic.

Tabelul 1.12 di valorile catorva energii de legiturd, iar Tabelul 1.13 prezinta
lungimea unor legatun.

Tabelul 1. 12.
Energia de legiturd a unor legituri chimice

Legitura E&?ﬁ;a Legitura E&Zggl;a Legitura E(ﬁzgl;a
Me-H 102 C=N 207 0=0 119
MeCH_-H 97 C-F 107 0-0 35
Me,CH-H 94 C-Cl 78 0O-H 111
M63C-H 89,5 C-Br 68 S-S 54
C-H 99 C-1 51 S-H 83
C-C 83 S-S 65 S=0 119
C=C 145 H-H 103 F-F 36
C=C 192 N-N 93 H-F 134
C-0 80 N-N 39 CI-Cl 58
Cc=0 166 N=N 100 H-Cl 102
0=C=0 192 N°=N 226 Br-Br 45
C-N 68 N-O 48 H-Br 87
C= 147 N=0 145 I-1 36

H-1 !
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Tabelul 1. 13.
Lungimea unor legituri chimice

Legitura LngAI;n ea Legitura Lu11(i1;11ea Legitura Lmz%n ca
Cc-C 1,54 C-S 1,82 C-F 1,42
Cc=C 1,40 C-0 1,43 C-Cl 1,77
c=C 1,21 C=0 1,20 C-Br 1,91
C-H 1,12 O-H 0,97 C-1 2,13
C-N 1,47 N-H 1,03

'1.4.3.4. Spectroscopia Raman

Cénd un flux de lumina monocromatici trece printr-un mediu transparent,
cea mai mare parte din lJumina este transmisa sau mprastiatd fara schimbarea
lungimii de unda (difuzie Rayleigh). Lucrand cu lumind monocromatica, si din
domenii in care substanta respectiva nu absoarbe, s-a aritat ci in lumina difuzati
apar, pe langa frecventa initiald v , si frecvente cu marimea:

VAV ;v AV, ...

Fenomenul a fost denumit efect Raman sau difuzie combinatd. Liniile satelite
constituie cam 1% din intensitatea difuzati total3, iar dintre sateliti cei cu frecventa
micsorati fatd de cea initiala (satelitii rosii) sunt mai intensi dect cei cu frecventa
maritd (satelitii violeti). Satelitii rosii se mai numesc linii Stokes, iar satelitii
violeti, linii anti-Stokes. S-a stabilit c¢i deplasarile de frecventd Av,, Av,,...
constituie tocmai frecventele proprii de vibratie ale moleculelor difuzante.

Teoria corpusculara explicd efectul Raman in felul urmitor. Difuzia luminii
este comparat3 cu o ciocnire Intre fotoni si molecule. Daci ciocnirea este elastica,
fotonul isi mentine energia neschimbata si frecventa initiald se pastreazi: rezultd
difuzie simpla. Dac3 ciocnirea este neelastica, energia si frecventa fotonului se
modifici si rezultd difuzia combinata sau Raman.

In cazul cand fotonul cedeazi moleculei o cantitate de energieh ¢V, aceasta
trece pe un nivel vibratoriu superior, iar energia si frecventa fotonului se
micsoreaza si rezultd satelitii rosii. Dimpotrivi, daca molecula, aflati dinainte
pe un nivel vibratoriu superior, cedeazi fotonului o parte din energie rezulta
sateliti violeti.

Efectul Raman este independent de frecventa luminii utilizate, adic
diferentele intre frecventele Raman si frecventele luminii sunt intotdeauna aceleast
indiferent de frecventa luminii. Totusi, lucrurile nu mai stau asa daci frecventa
luminii este apropiati de frecventa electronici sau de frecventa de absorbtie
vibrationali a moleculei.
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Deoarece spectroscopia Raman este realizata cu lumina vizibila (de obicei
linia albastr a mercurului, 435,8 nm), compusul de studiat trebuie sa fie incolor.
Variatia energiei interne a moleculei rezulti din variatia energiei vibrationale a
moleculei. Deci, o deplasare Raman este caracteristica unei legatun date.

Tn general, spectroscopia Raman di acelasi fel de informatii ca spectroscopia
in IR, principala diferentd intre cele doud fiind cd prima poate da mai multe
informatii asupra moleculelor simetrice decat ultima. Aceasta deoarece Intinderea
simetrica Intr-o molecula simetrica nu produce o distributie asimetricd de sarcina.
Pe de alta parte, pentru ca un compus sa fie Raman activ cerinta esentiala este ca
vibratia trebuie s3 dea nastere la schimbare in polarizabilitatea moleculei.

Spectrele Raman au fost utilizate pentru a obtine informatii asupra structurii,
de ex. spectrul Raman al formaldehidei in solutie apoasi aratd absenta gruparii
oxo. S-a tras astfel concluzia c formaldehida este hidratatd: CH,(OH),. Spectrele
Raman au fost, de asemenea, utilizate pentru a atribui existenta tautomeriei ceto-
enolice si diferite conformatii, pentru a furniza dovezi in sprijinul rezonantei,
pentru a diferentia intre izomerii geometrici, pentru a demonstra prezenta asocierii,
si pentru a da informatii asupra constantelor de forta ale legaturilor.

1.4.3.5. Spectroscopia RMN

Absorbtia de catre nucleii atomici a radiatiei electromagnetice din domeniul
radiofrecventelor constituie baza spectroscopiei de rezonantd magnetica nucleard
(RMN). Rezonanta magnetica nucleara de fnaltd rezolutie, aplicatd in cazul
protonului, 1*C, 3P, 70, F etc., constituie cea mai importantd metodi de studiu
a structurii, configuratiei si conformatiei moleculelor substantelor organice.

Spectrele de rotatie au sugerat ca nucleul, Intocmai ca electronul, executi o
miscare rapida de rotatie in jurul axei sale. Aceasta rotatie se numeste spin nuclear.
Deoarece o sferd Incdrcati electric care se roteste are asociat un moment mag-
netic, atunci toate particulele incarcate din nucleu vor determina nucleul sa se
comporte, intr-o primd aproximatie, ca o micid bard magnetici, cu momentul
magnetic in lungul axei de rotatie. Neutronului, cu toate c3 nu poseda sarcini
electricd 1 se atribuie, de asemenea, un moment magnetic de spin. Acest fapt,
paradoxal la prima vedere, se explica prin existenta unei structuri interne implicind
sarcini electrice fractionare (quark).

La nucleele alcituite din mai multi protoni si neutroni se realizeazi o
compensare a spinilor particulelor elementare, spre exterior manifestandu-se un
moment magnetic rezultant.
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Magnetismul nuclear se caracterizeaza prin numérul cuantic de spin nuclear
I ale cdrui valor depind de specia nuclidului. Momentul magnetic al nucleului
poate adopta (21 + 1) orientéri In raport cu directia campului exterior. Prin urmare,
interactiunea momentului magnetic al nucleelor cu cdmpul magnetic exterior
este cuantificatd In sensul ci proiectia momentului magnetic nuclear pe directia
campului poate avea anumite valori.

Proprietati magnetice poseda nucleele care se incadreaza in una din situatiile:

(a) Numar atomic (Z) impar si numér de neutroni (N) par (sau zero, in cazul
hidrogenului H). Deex. 'H 1N 1% lp

(b) Numar atomic par si numar de neutroni impar. De ex. 163 C.

In cazurile (a) si (b), numirul cuantic de spin I = 1/2, 3/2,..., () Numir
atomic impar si numar de neutroni impar. De ex. % H (D), ; .n acest caz, T este
un numdr Intreg, diferit de zero.

Nucleii care nu au moment magnetlc sunt cei cu numar atomic par i numar
de neutroni par, de ex.]2C 160! 8 % 325 Se presupune cd particulele in astfel de
nuclei sunt Imperecheate, adici se rotesc in directii opuse, spinul rezultant si
momentul magnetic fiind nule.

fn acei nuclei la care mirimea spinului este diferita de zero, numérul cuantic
de spin nuclear, I, poate lua oricare din valorile 1/2, 1, 3/2, 2 etc. Nucleii care
posedd un spin nuclear rezultant se vor comporta ca magneti rotitori, astfel c3
vor tinde s3 se orienteze Intr-un cAmp magnetic aplicat, iar numarul de nivele
energetice posibile, adici orientarile fati de cAmpul aplicat, este dat de numarul
(21 + 1). Cel mai simplu exemplu de nucleu rotitor este acela al protonului. fn
acest caz, I = 1/2 si, prin urmare, exista numai doua orientéri posibile, indreptate
In acelasi sens sau in sens contrar fatid de directia cAmpului aplicat. Deoarece
trebuie efectuat un lucru pentru a intoarce un magnet impotriva cAmpului mag-
netic, fiecare orientare corespunde la o stare energetica diferiti a nucleului. Aceste
nmivele sunt cuantificate (similar cu spectroscopia in UV si IR), astfel ci ar fi
posibil de gisit radiatie electromagnetici cu o frecventd definitd care va fi
absorbitd, schimband prin aceasta protonul de la coliniaritate cu cAmpul la
orientare impotriva cAmpului, schimbarea fiind de la un nivel energetic mai
scazut la unul mai nalt. Aceastd radiatie electromagnetica este furnizata de citre
un oscilator (al cirui cimp magnetic este la unghi drept fatd de cdmpul aplicat),
s1 deoarece pozitia peak-ului de absorbtie, adicd unde se produce rezonanta,
depinde de frecventa oscilatorului sau de intensitatea campului aplicat, este
posibild schimbarea de la nivelul energetic mai jos la cel mai tnalt prin folosirea
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unei frecvente variabile cu un cdmp magnetic aplicat cu marime fixa sau invers.
In practici s-a gisit ci este mai usor de variat cimpul decit frecventa. Rezultatul
este ca spectrul RMN se prezint3, de obicei, sub forma unui grafic al intensitatii
semnalului (ordonata) fatd de cimpul magnetic (abscisa) exprimat n miligauss
la o frecventa datd. Pentru un cdmp dat, intensitatea semnalului depinde de
momentul magnetic al nucleului, si deoarece protonul are unul dintre cele mai
mari momente, rezonanta magneticd protonicid (RMP) este de importanta
deosebita. Alti nuclei folositi In studii spectroscopice in chimia organicd sunt
13C, YF, Si si 3'P, dar pentru a studia acesti nuclei este necesard modificarea
spectrometrului.

Diferenta Intre doud nivele energetice, AE, pentru un proton este dat3 de
expresia:

AE=h-y+H/2r (1.46)
Pe de alta parte, se stie c@

Eliminand AE intre cele doua relatii rezulta

v=vy+H/2n (1.48)

unde h este constanta lui Planck; H intensitatea cdmpului magnetic care se
exercitd asupra protonului; Y este raportul magnetogiric (giromagnetic)
pentru proton. Astfel, pozitia de absorbtie a energiei este o functie atit de frecventa
oscilatorului, cit si de intensitatea cAmpului aplicat. Cand se absoarbe radiatie
protonul se schimba de la o stare energeticd mai joasad la o stare energetica mai
inaltd. Pentru un cdmp aplicat de 9400 gauss, frecventa de rezonantd a unui
proton este aproximativ 40 MHz. Energia asociatd cu aceasta frecventa este de
aproximativ 0,0167 J » mol* (0,004 cal). Astfel, AE este foarte mic3, 31 asa se
explicd faptul cd radiatia de radiofrecventd poate efectua aceste tranzitii. Deoarece
AE este foarte micd, populatia situata in stare mai joasa este numai cu putin mai
mare decat aceea in stare mai inaltd. Aceasta este situatia cind compusul este
plasat Intr-un cdmp magnetic, si astfel exista absorbtie neta cand este aplicatd
radiofrecventa, si aceastd absorbtie este masurata.
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Pentru ca semnalul RMP s3 fie observat, protonul trebuie si fie intr-o singura
stare timp de 102 - 10! secunde. S-a ardtat deasemenea ca largimea liniei spectrale-
este invers proportionald cu timpul mediu In care protonul ocupd starea
energeticad mai inaltd. Deci, cu cit este mai lung timpul petrecut In aceasta
stare, cu atat linia este mai ascutitd; si invers, cu cdt timpul este mai scurt
linia este mai larga.

Din ceea ce s-a spus mai sus s-ar putea astepta ca frecventa de rezonanti
pentru un cdmp dat depinde numai de natura nucleului atomic cercetat. Cu toate
acestea lucrurile nu stau asa. Campul aplicat determind electronii din jurul
nucleului sé circule intr-un plan perpendicular pe camp si acesti curenti produc
un camp opus campului aplicat. Astfel cdmpul magnetic efectiv H suportat de
catre nucleu este mai mic decit cAmpul aplicat H , relatia dintrecele doud marimi
fiind data de expresia:

H=H(1-0) (1.49)

o (care este adimensionald) este numita constantd de acoperire sau ecranare
si are o valoare pozitiva, dar Tn anumite circumstante ea poate fi negativa, adica
campul efectiv este mai mare decit campul aplicat. in acest caz protonul se zice
ca este deecranat. Deoarece valoarea numerici a lui ¢ depinde de vecinatatea
chimici a unui nucleu dat, ecranarea sau deecranarea unui nucleu variaza cu
vecindtatea chimicd (ceea ce este echivalent cu a spune ci variazi cu natura
chimic3 a gruparilor adiacente). Ecranarea determind o deplasare a frecventei de
rezonanta spre valorl mai inalte ale cdmpului aplicat, adica deplasarea este upfield.
Pe de alti parte deecranarea cauzeazi o deplasare a frecventei de rezonanta spre
valori mai joase ale cAmpului aplicat, se spune ci deplasarea este downfield.
Mérimea acestei deplasari este cunoscutd sub numele de deplasare chimicd.
Deoarece valoarea cdmpului ce se exerciti concret asupra probei nu poate fi
determinat3 cu precizie, deplasirile chimice sunt misurate relativ la un standard
care contine nucleul considerat. Au fost utilizati pentru RMP diferiti compusi de
referint3 (care sunt deobicei adiugati probei) cum ar fi tetrametilsilanul (TMS,
(CH,),Si) sau sarea lui Tier (3-trimetilsilil l-propan sulfonat de sodiu). TMS
este util deoarece contine 12 protoni echivalenfi. Spectrul RMP al acestui‘compus
prezintd o singurd linie (un peak ascutit) care ia nastere la un cAmp mai inalt
decét a oricdror protoni in majoritatea compusilor organici obisnuiti. Cu alte
cuvinte majoritatea semnalelor RMP se produc downfield fatd de TMS. Sarea
lui Tier are avantajul ci este acvosolubild, la fel cu multi compusi de interes
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biochimic. Mai trebuie adaugat cd pozitia semnalului dat de sarea lui Tier este
practic identica cu cea a TMS.

Deplasarea chimica poate fi relatata in diferite feluri. Deoarece frecventa de
rezonant3 este dependentd de intensitatea cdmpului aplicat, deplasarea poate fi
relatatd ca unitati de cAmp (miligauss). Totusi, deoarece campul poate fi exprimat
In unitati de frecventa (vezi expresia (1.48) de mai sus), deplasarea chimica
poate fi exprimatid deasemenea in unitifi de frecventd (Hz). Aceastd pozitie in
Hz este deasemenea proportionali cu frecventa oscilatorului, de ex. dacd separarea
dintre semnalul protonului si TMS este de 60 Hz la 40 MHz, separarea la 60
MHz devine 90 Hz (60 x 60/40 = 90). Deci este de dorit relatarea deplasarilor
chimice in unitati care sunt independente de conditiile de lucru ale spectrometrului.
S-a ajuns la aceasta prin definirea deplasarii chimice, 6, prin expresia:

separarea in Hz
 frecventa oscilatorului

. 106 (1.50)

Factorul 10¢ a fost introdus pentru a reda deplasarea chimici sub forma
unor valori convenabile. Aceasta este deobicei In domeniul 1-10 si este redata in
parti per milion (p.p.m.).

Independenta deplasiarii chimice de frecventa oscilatorului este ilustrat de
urmatorul exemplu. O separare de 60 Hz la o frecventa a oscilatorului de 40
MHz devine 90 Hz la o frecventa a oscilatorului de 60 MHz. Totusi & rdmane
neschimbat: 6 = (10° x 60)/(40 x 10%) = 1,5 p.p.m.; & = (10¢ x 90)/(60 x 10°) =
=15p.pm.

Se obisnuieste deasemenea s@ se exprime deplasirile chimice in valori T,
definite prin expresia:

T=10-6 (1.51)

unde 10 p.p.m. este valoarea atribuita liniei TMS. Majoritatea protonilor au
valori 1 pozitive (adici & { 10); protonii puternic acizi au totusi valori T negative
(adici & ) 10). Cu cit este mai mare ecranarea nucleului cu att este mai mare
valoarea lui T (cu atit este mai mic3 J). Deoarece gradul de ecranare depinde de
densitatea electronilor in jurul protonului, orice particularitate structurald care
descreste aceastd densitate va determina o descrestere a ecrandrii, consecinta va
fi sciderea valorii T (deplasarea chimica este downfield). Halogenii, fiind atomi
atragitori de electroni, cand sunt legati de o grupare metil densitatea electronici
tn jurul fiecarui proton este descrescuti. In consecintd prezenta halogenilor
slabeste cdmpul indus care se opune campului magnetic exterior, adici
deecraneaza acesti protoni si prin urmare valoarea lui T va fi coborata (deplasarea
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chimici este downfield). Aceastd precizare a fost observata In practicd. Ordinea
de electronegativitate a halogenilor este I { Br { Cl1 { F. Valorile 7 ale protonilor
metilici sunt: CH,I 7,83; CH,Br 7,35; CH,Cl 6,98; CH,F 5,70 p.p.m.

T mod similar deoarece ordinea electronegativitatii carbonului, azotului si
oxigenului este C { N { O, valorile 7 ale protonilor metilici in CH,-C, CH,-N,
CH,-O sunt respectiv 9,12; 7,85; 6,70 ppm. Siliciul este mai putin electronegativ
decét carbonul si astfel protonii metilici iIn TMS sunt mai ecranati decat cei
dintr-o grupare metil atasatd la carbon, adica protonii in TMS absorb upfield
fata de protonii din majoritatea compusilor organici obisnuiti (vezi Tab. 1.14).

Tabelul 1.14.
Valori T in functie de veciniitatea chimic3

Z- CHZ | RCH,Z |R’,CHZ Z CHZ | RCHZ | R',CHZ
T T T T T T
-R 9,12 8,75 8,50 -1 7,83 6,85 5,78
-COOR 8,00 7,90 - -Br 7,35 6,70 5,97
-CN 8,00 7,52 73 -Cl 6,98 6,56 5,98
-CONH, 7,98 7,95 - -OR 6,70 6,64 6,20
-COOH 7,93 7,65 7,43 -NR)* 6,67 6,60 6,50
-COR 7,90 7,60 7,5 -OH 6,62 6,42 6,15
-SH, -SR 7,90 7,60 6,90 -OCOR 6,35 5,89 4,95
NH,, -NR, | 785 7,50 7,13 -F 5,70 5,66 5,40
-CHO 7,83 7,80 7,60 -NO, 5,67 5,60 5,40
T
R-OH 9,5-6,0 (mat scazutd pentru enoli; -1 la -6)
Ar-OH 5,5
R-SH 9.8
Ar-SH 6,5
RNH, 8,5
ArNH, 6,6-5,0
RCOOH 0la-3 N
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Terminologia utilizatd in spectroscopia RMN este descrisa in Fig. 1.10.
A TMS

E Camp mai scazut; downfield;
0 o deecranare
r
b Camp mai 1nalt; upfield;
} ecranare ’
e
miligauss
H —>
§ p- p-1m. (TMS = 0)
1 PP , (TMS =10)
V (TMS =0)

Fig. 1.10. Terminologia utilizatd iTn RMN

Masuritorile spectrelor RMN se realizeazi deobicei pe lichide sau solutii
(concentratie 5-20%). Cei mai buni solventi sunt cei care nu contin protoni, de
ex. deuteriocloroform si alti compusi deuterati, tetraclorura de carbon, etc. Totusi,
din cauza problemelor de solubilitate, solventii care contin protoni pot fi
deasemenea utilizati, de ex. cloroform. O dificultate cu privire la solutii este c3
valorile 1 se pot schimba cu natura solventului, indeosebi la solventii aromatici.
Deplasirile chimice se pot deasemenea schimba cu concentratia Intr-un solvent
dat. Protonii atasati la atomul de carbon sunt foarte putin afectati dar cand sunt
atasati la alti atomi ca de ex. O, N, S, deplasarea chimic3 este foarte mult
modificati. In ultimul caz modificarile sunt datorate modificirii gradului de
legare a hidrogenului, care determin o deplasare downfield fati de starea nelegata.

Studiul spectrelor RMN ale lichidelor si solutiilor este cunoscut ca RMN de
inaltd rezolugie. Studiul solidelor, deoarece acestea dau spectre care consta din
linii de rezonanta largi, se numeste rezonantd de linie largd.

Fig. 1.11 prezinta spectrul RMN al etanolului (lichid; 60 MHz), realizat la
rezolutie joasd. Pozitia fiecdrui peak este caracteristica mediului chimic al unor
protoni particular, iar ariile de sub curbele maximelor sunt in raportul 1:2:3. in
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1 [l (] 1 1 1 A

3 4 5 6 7 -8 S 10
Fig. 1.11. Spectrul RMN de joasi rezolutie al etanolului

Acest raport corespunde numarului de protoni din OH, CH, si respectiv CH,.
Prin urmare este posibil s fie ,,numadrati" protonii avand diferite vecinatati
chimice. (Aceste arii sunt acum evaluate cu ajutorul integratoarelor electronice.
Integrarea produce o urma care se ridicd pe masura ce este trecut fiecare semmnal
protonic, iar néltimea (intre trepte) este proportionald cu numarul protonilor in
semnalul respectiv). In acest fel sunt obtinute raporturile numarutui de protoni
In fiecare semnal, $i dacd numirul unui anumit proton este cunoscut, pot fi estimati
toti ceilalti. De ex. daca stim ci compusul examinat este un alcool monohidroxilic
atunci, cunoscand pozitia protonului hidroxilic, stim c3 aria acestui semnal este
echivalentd cu un proton. Pe de alta parte, daca cunoastem formula moleculara a
compusului putem deasemenea calcula numirul real de diferiti protoni. In practici
din cauza dificultatilor experimentale nu se obtin numere intregi din integrare.
Totusi rezultatele numerice sunt de obicei suficient de precise pentru a permite
»numararea” diferitelor tipuri de protoni.

Cuplarea spin-spin. Fig. 1.12 prezinta spectrul RMN al etanolului (20% in
CCl,; 60 MHz), continand urme de acid clorhidric. In locul benzilor largi (vezi
Fig. 1.11) se observa acum ci dou3 benzi au fost scindate in multipleti. Ariile
totale de sub multipleti sunt ins in acelasi raport ca mai Inainte, adicd 2:3.
Aceastd structuri find a fost explicati ca fiind datorati ecranarii protonilor de
catre protonii de pe atomii de carbon adiacenti.

Sa discutim mai intai influenta grupérii metilen, CH,, asupra gruparii metil,
CH,. Fiecare proton in gruparea metilen poate avea momentul magnetic aliniat
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CHy

OH
CH2
TMS
. || -
— %

Fig. 1.12. Spectrul RMN de inalti rezolutie al etanolului

in acelasi sens sau in sens contrar fati de cidmpul aplicat. Dac3 reprezentim
prima aliniere printr-o sdgeata indreptata In sus si ultima aliniere printr-o sigeati
indreptatd in jos, atunci existd urmatoarele patru combinatii posibile:
T NI W
i i omiv

Astfe] efectul de ecranare va depinde de tipul de combinatie care actioneaza.
Cu toate acestea combinatiile (ii) si (iil) vor avea acelasi efect de ecranare asupra
gruparii metil adiacente. Deci exista trei combinatii de ecranare diferite, si sta-
tistic este de asteptat ca in orice moment 25% din protonii metilenici vor fi in
combinatia (1), 25% in (iv) s1 50% n (ii) si (iif). Rezultatul net este ci semnalul
protonului metil este clivat Intr-un tniplet, raportul ariilor fiind 1:2:1.

Daci aplicam acelasi argument la efectul protonilor gruparii metil asupra
protonilor metilenici, existd opt combinatii posibile:

™ Ut T ™Ml WT LTl Tl LUl
Vioone— —— — viil
vi vii
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Ca si mai inainte fiecare combinatie in (vi) di nastere la acelasi efect de
ecranare; acesta este deasemenea cazul pentru (vii). Rezultatul net este ca exista
patru combinatii de ecranare diferite, avand drept rezultat scindarea semnalului
metilenic Intr-un cvartet, raportul ariilor fiind 1:3:3:1.

Structura find in cuprinsul unui semnal particular se numeste scindare
spin-spin iar mirimea separdrilor dintre maxime intr-un multiplet (rezultat din
cuplari spin-spin) se numeste constanta de cuplare spin-spin, i este notata cu
simbolul J; valoarea ei este datd Tn Hz. Marimea lui J este independenta de
frecventa oscilatorului, dar marimea distantelor dintre semnale depinde de
frecventa oscilatorului. Prin urmare o schimbare a frecventei schimba separarile
semnalelor, dar nu spatiile intr-un multiplet. Astfel, prin mésurarea spectrelor
RMN a unui compus dat la doua frecvente diferite ale oscilatorului, daca spatiile
unui grup de linii riman neschimbate, liniile sunt componente ale unui multip-
let. Daca spatiile se schimba, grupul de linii ia nastere din protoni neechivalenti.

S-a stabilit mai sus c3 originea multipletilor este datorata cuplarii spin-spin
intre grupuri de protoni. Aceasta a fost demonstrata de exemplu prin examinarea
urmatorilor etanoli deuterati: (a) CD,CH,OH, (b) CH,CD,OH,

(c) CH,CH,OD. Deoarece constanta de cuplare a deuteriului cu protonii
este micd (cam 1/7 din valoarea Iui J pentru cuplarea hidrogenului) rezultatul
este cd protonii adiacenti deuteriului dau maxime unice usor largite. Semnalele
deuteriului sunt mult depirtate de semnalele protonului normal, si nu suni
observate in conditiile de lucru pentru rezonanta protonica. Astfel cei trei etanoli
deuterati de mai sus dau urmitoarele semnale: (a) da un singlet, (b) d3 un singlet
iar (c) dd un triplet si un cvartet. Semnalele RMN ale unor varietati deuterate de
alcool etilic sunt prezentate in Fig. 1.13.

Al HO-CHy-CH,

[ | ] | | | HO-CHy CH, D
I I | I | HO-CHyCHD,
I i

o e HO-CHy CD,

Fig. 1.13. Spectrele RMN ale unor varietiti deuterate de alcool etilic
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Deoarece introducerea deuteriului intr-o moleculd conduce la un spectru
simplificat, aceasta este utilizata ca o metoda generald pentru studierea spectrelor
RMN, adic3 pentru a simplifica diferite linii spectrale.

Deoarece semnalul unei grupari metil, de ex. in CH,CD,OH sau TMS,
consta dintr-o singurd linie rezultd cd nu exista nici o cuplare magnetica intre
atomii de hidrogen atasati la acelasi atom de carbon (hidrogeni geminali). Cei
trei atomi de hidrogen sunt echivalenti, toti trei avand aceeasi deplasare chimica.
Aceasta conduce la regula generala ca protonii cu aceeasi deplasare chimica nu
dau scindare observabila. Numai cind protonii sunt neechivalenti este posibila
scindarea.

Existd doud tipuri de protoni echivalenti: protoni echivalenti chimic si protoni
echivalenti magnetic. Protonii echivalenti chimic sunt cei care ocupi pozitii
echivalente chimic adica prezintd vecinatatti chimice identice. Astfel de protoni
au aceeasi deplasare chimica. Un test simplu pentru echivalenta chimica a doi
(sau mai multi) protoni este de a inlocui fiecare proton pe rand cu un substituent
Z si dacd prin aceasta obtinem acelasi compus (sau imaginea sa in oglindd),
atunci acesti protoni sunt echivalenti chimic. Ca exemplu si consideram
etanul, CH,CH,.

Inlocuirea fiecarui proton, pe rand, pe acelasi atom de carbon di CH,ZCH,,
care este obtinut deasemenea cand celilalt atom de carbon este tratat in acelasi
fel (CH,CH,Z). Astfel cei trei hidrogeni de pe fiecare atom de carbon sunt
echivalenti chimic, si toti sase hidrogenii sunt deasemenea echivalenti chimic.
Deci toti au aceeasi deplasare chimica si in consecintd nu exist3 nici o scindare
in cuprinsul unei grupan metil si nici una datorit cuplarii intre grupar. Spectrul
observat al etanului consta dintr-un semnal care este un singlet.

Un grup de doi (sau mai mul{i) protoni se zice ca sunt echivalenti magnetic
cand nu numai cd au aceeasi deplasare chimici, adicd sunt echivalenti chimic
dar deasemenea setul de constante de cuplare cu toti ceilalti protoni este identic
pentru fiecare membru al grupului. Aceasta poate fi ilustratd cu 1-bromo-2-
cloroetanul, care este reprezentat prin formula Newman (I):

B8r Dacd presupunem, pentru moment, ci aceasti

Hd HC conformatie este fixa se observd ca H_si H, sunt
echivalenti chimic, dupd cum sunt deasemenea

echivalenti H_si H, (pentru fiecare pereche vecinatatile

HCI Hb chimice sunt identice). Constantele de cuplare, J , si
Cl J,e» totusi nu sunt egale si deci H, si H, nu sunt
I echivalenti magnetic.
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O teorie pentru transmisia cuplarii este urmatoarea. Un proton dat, din cauza
momentului sdu magnetic (datorat spinului) afecteazd spinii electronilor care
formeazi legatura covalentd C-H. Aceasta schimbare afecteaza spinii perechii
de electroni C-C, iar aceasta la rindul ei afecteaza spinii perechii electronice in
legitura adiacentd C-H. Astfel efectele de spin ale unui proton sunt transmise
prin legaturi covalente celuilalt proton rotitor. Deoarece aceste efecte depind
numai de structura §i geometria moleculei si nu sunt datorate prezentei campulm
aplicat ele sunt independente de intensitatea campului aplicat.

Se poate vedea din Fig. 1.12 c@ semnalul protonului gruparii hidroxil nu
este scindat adica nu exista nici o dovada a cuplarii spin-spin intre protonul OH
si protonii CH,, deoarece daci ar exista cuplare semnalul protonului OH ar fi un
triplet. Absenta cuplarii se explicd prin faptul c¢i in prezenta urmelor de acid (in
cazul de mai sus acid clorhidric) exist3 un schimb rapid de protoni intre moleculele
de etanol. Fenomenul se reprezinti astfel:

‘yt + HA
CoHg OHy + Hy = Cz"‘5-0<

HA HA

+/
csz—o\ +CoHsOH- — CZH‘S' He + CoH5-OHg

Deoarece un proton are doud orientiri ale spinului care au intotdeauna
aceleasi nivele ale energiei, si in consecintd populatiile In aceste nivele sunt
practic egale, protonii schimbati (de ex. H, si H;) au aproximativ aceeasi sansa
de a avea aceleasi orientiri ale spinului sau orientari opuse. Rezultatul este c3
protonii metilenici prezint3 ambele cupldri de spin in aceeasi mésurd, efectul
global fiind un efect de cuplare de medie in timp care este zero. Astfel semnalul
CH, nu este scindat de catre protonul OH. Deoarece acest efect de medie in timp
este reciproc, semnalul de proton OH nu este de asemenea scindat de citre protonii
CH,, si In consecint di un singur semnal sub forma unei linii ascutite. Astfel
protonii CH, si OH sunt efectiv decuplati.

Reactia de schimb descris3 este un exemplu de schimb chimic, si acesta
este ceva comun pentru protonii atasati la oxigen, azot sau sulf. Totusi pentru ca
aceastd decuplare si aiba Joc viteza de schimb trebuie si fie rapidi. Calculele au
ardtat ca dac3 viteza de schimb per secundi este mai mare decit separarea (in
Hz) a celor doua semnale separate, atunci decuplarea are loc. Pentru etanolul pur
viteza de schimb este mult mai joasi dect Av (separarea a dous semmale), in
acest fel are loc cuplarea, gruparea CH, aparnd ca octet iar gruparea OH ca
dublet. Deoarece viteza de schimb chumc este acceleratd printr-o crestere a
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temperaturii, decuplarea de spin poate uneori fi observati prin cresterea
temperaturii la care este masurat spectrul RMN. Tn mod similar cuplarea de spin
poate fi observatd prin coboridrea temperaturii. Mai trebuie addugat ca
complicatiile determinate de un proton atasat la oxigen (sau azot) pot fi evitate
prin schimb izotopic cu deuteriu. Acest schimb izotopic se realizeaza prin agitarea
compusului in deuterocloroform care contine si putind D,O. fn acest fel semnalele
care apar de la protonii OH (sau NH) nu vor mai fi observate.

Din cele de mai sus rezultd cd in reactiile de schimb aspectul unei benzi
depinde de viteza de schimb. Cand viteza este foarte mare semnalul protonului
schimbat constituie o linie ascutit, dar pe masuri ce viteza de schimb scade se
atinge un punct cand aceasta incepe s se largeasca si in final se scindeaza in
numirul de componente determinat de cuplare cu protonii vicinali. Astfel analiza
aspectului benzii constituie un mijloc de evaluare a vitezei de schimb.

Rezonanta nucleard dubld. S-a remarcat mai sus ca cuplarea spin-spin poate
fi anihilata prin schimb rapid. Aceasta anihilare poate fi efectuati deasemenea in
felul urmator. Presupunem ca este vorba de doi protoni, A si B, cu vecinatati
chimice diferite si cuplati intre ei. Presupunem acum ca se masoara frecventa de
rezonantd a lui A. Concomitent cu aceastd masurare se aplica un puternic camp
de radiofrecventa a carui frecventd este chiar frecventa de rezonanti a lui B.
Acest ultim cdmp produce atdt absorbtie cdt si emisie de citre B de mai multe
ori pe secunda, si In consecintd cuplarea lui A cu B este acum evitatd. Cu alte
cuvinte are loc decuplarea dintre A si B, media de timp a cuplarii intre A si B
este zero. Prin aplicarea rezonantei nucleare duble fiecarui tip de proton, fiecare
semnal poate fi transformat fntr-o linie singlet. In acest fel metoda de rezonanti
dubla produce un spectru mai simplu si deci mai usor de interpretat.

Metodica experimentald pentru RMN este prezentata in Fig. 1.14. Campul
magnetic H este produs de catre cei doi poli ai magnetului. Campul alternativ
H’ este dat de citre bobina transmitatoare, perpendiculard pe planul figurii si
prevazuta cu un orificiu in care se introduce proba de cercetat. Bobina receptoare
are spirele infasurate imprejurul eprubetei ce contine proba. De regula circuitul
transmitator produce o frecventa fixd si se modificd progresiv intensitatea
cdmpului H pana la aparitia rezonantei.

fn fig. 1.15 este prezentat spectrul RMN protonici a coenzimei piridoxal
fosfat in 2H,0. In rezumat, cele trei marimi ce pot fi evaluate dintr-un astfel de
spectru sunt: (1) intensitatea sau aria de sub curbi care deobicei este proportionala
cu numdrul de protoni echivalen{i care dau nastere banzii de absorbtie.
(2) Deplasarea chimicd, definitd ca diferenta intre peak-ul observat pentru un
proton dat si un peak al unui compus standard de referinti. In experimentul redat
in Fig. 1.15 peak-ul de referinta la dreapta spectrului este al sarii lui Tier. (3)
Constantele de cuplare, care masoari interactiile dintre nucleii magnetici situati
pe atomi (de carbon) vecini.
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Fig. 1.15. Spectrul RMN al piridoxal 5 fosfatului in 2H,0.
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1. 5. IZOMERIA

Atomul de carbon formeaz3 cu un alt atom de carbon legaturi simple, duble
si triple. Atomul de carbon se leagi deasemenea de atomii altor elemente, ca de
ex. oxigenul si azotul, prin legituri simple sau multiple. Deoarece atomii de
carbon se pot lega Intre ei, sau cu atomii altor elemente, in diferite feluri, existd
posibilitatea ca unei formule moleculare date si-i corespundi mai multe structun.
Acest fenomen se numeste izomerie iar compusii ce prezinti fenomenul respectiv
se numesc izomeri. Izomeria este de doud tipuri:

- izomeria structurald

- stereoizomeria

1.5.1. Izomeria structurali

Pentru formula moleculara C,H,, se pot scrie doud formule structurale:

H

I
HHHH H- C- H
L1 H | H

H-C-C-C-C-H H- C- C- C- H

R H | H
HHHH H
n-butan 2-metilpropan
p.f.-0,6°C p.f. -10,2°C

Butanul si 2-metilpropanul sunt, unul fatd de altul izomeri structurali, adicd
compusi care au aceeasi formuld moleculard dar formule structurale diferite.
Deoarece structurile lor diferd, izomerii au proprietati fizice diferite, reprezentate
prin constante fizice diferite. Izomeria structurald este datorata diferentei
structurale si este de trei feluri:

(1) Izomeria de tip inelar sau de tip catenar este intalnitd la compusii care
diferad in aranjamentul atomilor de carbon, de ex. ciclohexan si metil-ciclpentan,
respectiv n- si 1zobutan.

(11) Izomeria de pozitie este prezentd la compusii avand acelasi schelet de
carbon dar diferind in pozitia ocupata de citre gruparea substituent3, de ex. alcoolii
n- si izopropilic; acizii o-, B- si y- hidroxibutirici; orto-, meta- si para-nitrofenolii.

(i11) Izomeria de grupari functionale este ilustratd de compusii avand grupari
functionale diferite, de ex. compusi cu aceeasi formula molecular3 dar apartinand
la clase diferite, de ex. etanol si dimetil eter; acetona si aldehida propionic.
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Tautomerismul poate fi privit ca un caz special de izomerie de grupéri
functionale.

1.5.2. Stereoizomeria

Stereoizomeria vizeaza doua tipuri de izomerie:

- izomeria optica

- 1zomeria geometricd

(Dupa cum se va vedea In paginile urmatoare, existi compusi care prezinta
simultan izomerie opticd si izomerie geometrica.)

1.5.2.1. Izomeria opticd

Studiul izomeriei optice a dus la rezolvarea a trei probleme din
domeniul chimiei:

a. Corespondenta dintre modelele spatiale si formulele plane.

b. Corespondenta dintre structurile reale, pe de o parte, si modelele spatiale
si formulele plane, pe de altd parte. Gasirea acestei corespondente inseamna de
fapt rezolvarea problemei chiralititii (vezi mai departe).

¢) Adoptarea unei sistematiziri a compusilor optic activi.

a. Sd ne imaginim un derivat al metanului cu formula Cabde, unde a, b, d,
e, sunt substituenti diferiti, care pot sau nu s contina carbon. Atomul de carbon
ce poartd patru substituenti diferiti se numeste afom de carbon asimetric. Van't
Hoff'si Le Bel (1874) au g3sit ci valentele atomului de carbon sunt directionate
dupd axele unui tetraedru. Trebuie precizat ca patru grupari diferite pot fi aranjate
tetraedric In jurul unui atom de carbon in doui (si numai doud) moduri. Cele
doud forme diferite sunt nesuperpozabile: ele sunt, una fat de cealaltd, ca obicctul
$1 imaginea sa In oglinda:

I 1
- planul,
oglinzij
Tetraedrul este desenat In asa fel ci trei colturi sunt imaginate a fi deasupra
planului hartiei, iar al patrulea sub acest plan. Aceste reprezentiri constituie

formule tetraedrice sau Sformule de configuratie, atomul de carbon gisindu-se In
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centrul tetraedrului. Pentru a trece acum de la modelul spatial la formula plana
se procedeaza in felul urmator, conform conventiilor lui E. Fischer: tetraedrul
(de ex. I) se roteste Tn jurul liniei orizontale care uneste gruparea d cu gruparea b
pani cind ocupi pozitia IIl. Aceasta este pozitia conventionald pentru tetraedru,
gruparile legate la linia orizontala plina fiind deasupra planului hartiei, iar cele
legate la linia verticald Intrerupta fiind sub planul hartiei. Rezulta in acest fel
formule perspectivice (IV):

Q.

| ©

I

Proiectand acum in planul hartiei gruparile situate deasupra (d, b) si grupérile
situate dedesubtul planului (a, ¢) rezultd formule plane (V si VI) (VI reprezinta
formula pland a izomerului II, obtinuta prin aceleasi operatiuni ca formula V):

a a

| |
d—C—b b—C— g

| |

¢ e

\4 VI

Prin urmare trebuie precizat ca in formul ele plane liniile orizontale reprezintd
gruparile de deasupra planului, iar liniile verticale cele de sub planul hartiei.

Activitatea opticd si polarimetria

Prin definitie, un cnteriu pentru izomeria opticd este activitatea optica.
Activitatea optici este proprietatea unor substante care, cdnd sunt plasate
in calea unui flux de lumind plan-polarizatd, rotesc planul de polarizare in
sens orar sau In sens anti-orar. Astfel de compusi se zice ci sunt optic activi,
si sunt dextrorotatorii dacéd rotesc planul de polarizare in sens orar si
levorotatorii daca rotesc in sens anti-orar. Simbolurile (+)- si (-)- sunt folosite
pentru a indica sensul rotatiei, de ex. (+)- glucoza (dextrorotatorie), (-)- fructoza
(levorotatorie).
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Instrumentul folosit pentru mésurarea puterii rotatorii a unei substante este
polarimetrul. El consta in esenta din doud prisme Nicol, una polarizoare (P) si
cealalta analizorul (A), tubul (T), care contine substanta (un lichid sau o solutie)
ce urmeaza a fi examinata, si sursa S (Fig. 1.16). S este o sursd de lumind
monocromaticd, cel mai adesea o lampa de sodiu. La capitul opus sursei se
gaseste un instrument optic solidar cu o scala astfel ca unghiul cu care lumina
polarizata este rotitd poate fi masurat. Daca analizorul trebuie rotit in sens orar
pentru a restabili cdmpul original, substanta este dextrorotatorie; in caz contrar
este levorotatorie.

S-a gisit ca rotatia depinde, pentru o substanta data, de urmatorii factori: (i)
grosimea stratului traversat, (i) natura solventului (daci este vorba despre
solutii), (iii) temperatura, (iv) lungimea de unda a luminii utilizate. Daca [o]

P A
T

S
F— — »

Fig. 1.16. Polacmetrul

reprezintd rotatia specifica, 1 grosimea stratului in decimetri, c numirul de grame
de substanta (per 100 ml de solvent), si determinarea este realizati la temperatura
t°C utilizand lumina sodiului (linia D), atunci dacd o este rotatia observati
(+ sau -), existd relatia:

[} = _}O.Lc'i (1.52)

Deoarece valoarea rotatiei depinde de solvent, acesta trebuie mentionat
deasemenea.

[zomerii care, In concentratii egale, rotesc planul luminii polarizate cu acelasi
numér de grade dar In sens contrar, se numesc enantiomeri sau enantiomorfi.
Amestecul echimolecular al enantiomerilor se numeste amestec racemic sau pur
sisimplu racemic si este, evident, lipsit de activitate optica. Racemicul se noteazi
(£)- sau DL- (vezi si despre configuratie, mai departe).

Chiralitatea

Termenul de chiral si oponentul siu, achiral, au fost introdusi de citre
Kelvin pentru descrierea corpurilor geometrice nesuperpozabile cu imaginea lor
in oglinda. Prin urmare un obiect sau o molecul care nu poate fi suprapus(d)
peste imaginea sa din oglindi se numeste chiral(d). Daci un obiect este
Superpozabil peste imaginea sa din oglindi acesta este achiral. Termenul de
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chiral a fost inspirat din relatia ce existd intre mana dreaptd si ména stingi
(cheir=man3, in limba greacd). Astfel mana dreapta si mana stdnga sunt, intre
ele, imagini in oglind nesuperpozabile. Alte obiecte chirale sunt: corpul omenesc
(in privinta distributiei organelor interne), cele doud picioare, manusile, oasele,
triunghiurile oarecare, etc. Dimpotriva, oudle (numai ca forma !), palniile, sferele,
cilindrii, cercurile, triunghiurile isoscele etc., sunt obiecte achirale. Relatia spatiald
dintre cele doud maini, dreapta si stdnga, ilustreaza faptul ca doud obiecte pot
prezenta o structura identica in toate privintele, cu o singurd exceptie: ele sunt,
unul fatd de celalalt, imagini in oglinda.

Simetrie, asimetrie

Un obiect chiral este asimetric. Prin urmare problemele de chiralitate si
achiralitate sunt strans legate de elementele de simetrie ale obiectelor:

- planul de simetrie

- centrul de simetrie

- axa alternativd de simetrie

Un obiect sau o0 moleculd ce posedd un plan sau un centru de simetrie este
simetric §i prin urmare este achiral. Dimpotrivd, obiectele sau moleculele
asimetrice sunt chirale. Planul de simetrie, sau planul oglinzii, este un plan care
trecand prin centrul obiectului Tmparte obiectul in dou jumatiti care sunt, fiecare,
imaginea in oglinda a celeilalte. Centrul de simetrie este un punct situat in centrul
obiectului sau moleculei care poseda proprietatea urmatoare: orice dreapta stribate
acest punct Intdlneste de-o parte si de alta, la distante egale, elemente structurale
identice. Obiectele sau moleculele asimetrice (care nu au nici plan nici centru de
simetrie) sunt chirale. O moleculd asimetricd poate exista in oricare dintre cele
doud forme care sunt, fiecare, imaginea in oglinda a celeilalte. O asemenea pereche
de molecule neidentice, imagini in oglinda, se numesc enantiomeri, sau
enantiomorfi. Prin urmare un obiect poate prezenta doui alternative:

- simetric

- asimetric

Doud obiecte se pot gisi, Intre ele, In una din situatiile urmatoare:
- identice

- enantiomere (imagini in oglinda)

- diferite

Asimetria moleculard datoratd atomului de carbon asimetric

Intelegerea izomeriei optice (si a izometriei cis-trans datoratd derivatilor
cicloalcanilor) se bazeaza, Intre altele, pe structura tetraedrici a atomului de
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carbon aflat in starea de hibridizare sp?. Studii cu raze X precum si
dipolmomentul au confirmat ci valentele atomului de carbon sunt directionate
dupi axele unui tetraedru.

Asimetria moleculelor organice rezultd, cel mai adesea, din prezenta unuia
sau mai multor atomi de carbon asimetrici. O moleculd care contine un singur
atom de carbon asimetric este la randul ei asimetricd si deci chirald.
Bromoclorometanul, CH,BrCl (Fig. 1.17) exista ca un singur compus. Cu toate
acestea cei doi atomi de hidrogen legati la atomul de carbon nu sunt identici:
inlocuirea unuia dintre ei cu un substituent diferit de bromsau clor nu duce la
acelasi rezultat (Fig. 1.17) (Bromoclorometanul este o molecula prochirald.)

Br
Heo_
inlocuireq I/ \Cl
lui H '
y A
qr molecula este rotitd
Heoo -G I jurdl legaturii
~ PN carbon-brom
Cl
Ha
nlocuirea
Br '
I r
I"_ |' i\
d>c 1 a7y
H planul, H
B oglinzii

Fig. 1.17. Obfinerea stereoizomerilor din bromoclorometan prin inlocuirea hidrogenului.

Cele doui specii moleculare obtinute prin inlocuirea lui H, sau H, cu un
atom de iod nu sunt identice: structura A nu poate coincide total cu structura B
(Fig. 1.17). Astfel, daca ncercam s suprapunem modelul corespunzitor lui A
peste modelul corespunzitor lui B vom observa, de exemplu, ci atomii de brom
§i clor, precum si atomul de carbon central se plaseazi in pozitii identice, dar
iodul si hidrogenul se gasesc in pozitii diferite. Astfel, structura A si structura B
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reprezintd doud specii moleculare diferite care se deosebesc una de alta prin
orientarea atomilor in spatiu. Cele doud structuri sunt stereoizomere.
Daci structura A este rotita in jurul legaturii carbon-brom si plasati alaturi de
structura B, relatia dintre cei doi izomeri este evidentd (Fig. 1.17). Structurile A
si B se gisesc, una fatd de cealaltd, ca obiectul si imaginea sa in oglinda.
Astfel de izomen se numesc enantiomeri sau antipozi optici, iar moleculele
lor sunt chirale.

Butanul este, datorita fiecdreia dintre cele doud grupar metilen, prochiral.
Cei doi atomi de hidrogen din cadrul aceleiasi grupari metilen nu sunt identici:
inlocuirea alternativa cu clor a unuia dintre ei duce la 2-clorbutani enantiomeri
(Fig. 1.18). Se observa ca formula D reprezinta o specie moleculara diferita de
formula E. Relatia dintre cele doua forme este aceea dintre un obiect asimetric si
imaginea sa Tn oglinda. Structurile D si E sunt enantiomere. 2-Clorobutanul
este, ca si bromocloroiodometanul, un compus chiral. Dimpotrivi,
bromoclorometanul si butanul sunt compusi achirali.

Criteriul esential pentru enantiomerie este ca obiectul (sau molecula) si
imaginea sa In oglinda si fie nesuperpozabile. In cazul bromoclorometanului si
butanului molecula compusului si imaginea sa in oglindi sunt identice.

CHy
H——]&\
c

tlocuirea CHZCHa
lui Hq |
D rotirea moleculei
" cu 180" n jurul
c| 3 legdturii dintre
H—---C carbonul 1 si carbonul 2
5 £ > cugH,
Ha
tnlocuirea
lui Hp |
C |
e
- I -
Cl="g™~ ! o
4 chycHy oot
E planul, H

oglinzi D
Fig. 1.18. Enantiomerii 2-clorbutanului.
Enantiomerii sunt identici din punct de vedere fizic cu urmitoarele exceptii:
(1) maniera lor de a roti lumina polarizata: rotatiile sunt egale, dar opuse; (ii) ei

absorb inegal lumina polarizatd dextro- si levo-circular (dicroism circular).
Punctele de topire ale enantiomerilor sunt identice, dar p. t. al racematului este
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mai ridicat sau mai coborét. Formele cristalelor de enantiomeri pot fi imagini in
oglinda unele ale celorlalte, adici cristalele nsesi pot fi enantiomere, dar aceasta
este o situatie rar intdlnit3. Enantiomerii sunt chimic similari, vitezele lor de
reactie cu alte substante optic active sunt, de obicei, diferite. Eipot fi, de asemenea,
fiziologic diferiti, de ex. (+)-histidina are gust dulce, (-).-histidina este fara gust;
(-)-nicotina este mai otravitoare decat (+)-nicotina; acidul (+)-ascorbic (vitamina
C) este mai eficientd decat acidul (-)-ascorbic etc.

Configuratia si nomenclatura stereoizomerilor

Orientarea in spatiu a grupdrilor in jurul atomului de carbon asimetric
constituie configuratia atomului respectiv. In plus fat3 de ordinea substituentilor,
configuratia absolutd indici chiralitatea enantiomerilor, astfel cd acestia pot fi
diferentiati. (Se Infelege de la sine ca cunoasterea configuratiei unui compus
este determinata de cunoasterea configuratiei tuturor atomilor de carbon asimetrici
a compusului respectiv.) Ruperca legaturilor covalente din cadrul substituentilor
(daci acestia sunt poliatomici) atomului de carbon asimetric si indeosebi ruperea
legiturilor carbonului asimetric duc la schimbarea configuratiei; prin aceastd
proprietate se deosebeste configuratia de conformatie. Astfel, conformatia se
schimb3 continuu prin rotirea in jurul legaturilor simple si prin miscérile si
deformarile sistemelor ciclice ale moleculei. Un stereoizomer are o singurd
configuratie, dar poate exista Intr-un numar de conformatii depinzind de solvent
si temperaturd. De ex. stereoizomerul (-)-2-clorbutan prezinti trei conformatii
diferite pentru aceeasi configuratie (Fig. 1.19). Stereoizomerii sunt izomeri
configurationali, iar izomerii datorati schimbarilor conformationale se numesc
izomeri conformationali.

CHy CHy cl
H H
CH
H ¢y c 3 H
H
CHs H
CH

Fig. 1.19. Diferite conformatii ale (-)-2-clorbutanului.

La scurt3 vreme dupi descoperirea activita{ii optice a devenit evident ci
relatia stereochimic3 este mult mai importanti decat sensul de rotatie. Aceasta
deoarece nu existd o relatie bine definit3 intre sensul de rotatie al luminii
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polarizate si chiralitate. De ex. (+)-glicerinaldehida a fost transformata
in acid (-)-lactic:

CH=0 COOH
H>C<OH _ e _ H>C<OH
: chimice :
CH,0H CH,
D-(+)- Glicerinaldehida Acid D~(-)-lactic

Se observa ci atomul de carbon asimetric isi menfine configuratia absoluta

cu toate ca semnul de rotatie a fost schimbat.
Pentru a dezvolta un sistem de relatii stereochimice a fost necesar un stan-
dard la care s3 fie raportati toti compusii organici. Rosanoff (1906) a ales (+)- si
. (-)-glicerinaldehida ca standarde arbitrarii. Si ne imagindm urmatorul experi-
ment. Presupunem cd avem doud flacoane contindnd (+)- si respectiv,
(-)-glicerinaldehida. Se cere sa atribuim modelul spatial adecvat fiecaruia dintre
cei doi enantiomeri. Cu alte cuvinte, trebuie rezolvati problema chiralitatii celor
doi enantiomeri. Bijvoet si colab. (1951), folosind raze X speciale, au determinat
configuratia absolutd a acidului (+)-tartric. Acidul (+)-tartric a fost obtinut din
(-)-glicerinaldehida prin urmatoarele reactii:

COOH
|
CH=0 H- C- OH
1. HCN |
HO-C-H — HO-C-H
| 2. Hidroliza
CH,0H 3. Oxidare COOH
(-) - Glicerinaldehida Acid (+) - tartric

A devenit astfel evidentd chiralitatea enantiomerilor L(-)-glicerinaldehidi
s1 D(+)-glicerinaldehida. Prin urmare, modelul tetraedric al celor doi enantiomer,

si formulele plane sunt cele indicate in Fig. 1.20. Literele D si L indic# inrudirea

CH=0 CH=0 CH=0 CH=0
H—C —0OH Ho —C—H
|
OH | HO H
" CHPH CH,OH
CH,OH CHOH
(a) {b lc) {d)

Fig. 1.20. Formulele tetraedrice si formulele plane ale D(+)- si L(-)-glicerinaldehidei: (a) $i
(b) D(+)-glicerinaldehida; (c) si (d) L(-)-glicerinaldehida.
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stericd cu coufiguratia (+)-glicerinaldehidel st respectiv, {-}-glicerinaldehidei.
{r: felul acesta, orice compus care poate fi preparat din, sau convertit in,
D{+)-gliceraldehida va apartine seriei D. Similar, orice coinpus care poate fi
sau convertit i, L(-)-gliceraldehidd va aparfine seriei L. Cénd

iife confi guratxonale relative ale moleculelor cont ﬁand mai

1 de « asimetric, atomul de carbon asimetric raportat ia
i3, desenat in partea de jos a catenei hidrocarbonate
suled filnd construit de la aceastd unitate (Fi,g 1.21).

ST 5y
LR TG

H.C.0H

Dov cgrbont gyimehrici

54 examining acum sterc ochmm unet melecuie, contindud dos atami de
carhon asimettici, Bé consideria roai intdi cazul ‘\Iri‘;.i'i compus coniniud dot
aomi de cavbon strustural deosebifi, de tmul CahdCabe, onm ar fi acidul
2,3-dibrom butiric, Cii, CHBCHBrCOOH. qu:.z paire araiamenic spaliale
pombile peniru acest tip de structurd (Fig: 1.22): (1) «i (1Y) sunt cuantiomerd, iar
unamestec echimolecular al lor constituie un racemaic; T acecuyi relatie se gsesc
structuriie () si (V). Astfel,-exists patru forme optic active. Tn general, un
compus care contine n atomi de carbon astmetrici existd in 2” forme optic active,
Tsi T nu sunt identict in configuratie si nu sunt imagini i oglindd; ei sunt
cunoseirti ca diastercoizomeri, adicd sunt izomeri optici, dar nu enantiomeri.
Astfel, un compus de tipul CabdCabe prezintd doul perechi de cnantiomeri si
doi racomici. Dhasterc zomerii difers in proprietitile fizics, cum ar 4 p. ¢,

solubilitares, mtatm »Mclﬁca etc. Chimic, ¢ sunt similari, dar vitezele lor de
feactic cu aitf compusi optic activi sunt diferite. Formulele plane ale moleculelor
(1-IV) sunt prezentate in Fig. 122
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a b b a a b b a
a b b a b a a b
Q e e e
[ i i I v
d d d d
a-<|:-b b-lc-a a—cls-b b-‘c-a
a-c‘;-b b-cl:—a b-c|:—a a-clz-b
! : ! :
W w 0D (VI
il

Fig. 1.22. (i) Aranjamente spatiale posibile ale acidului 2,3.dibrombutiric;
(it) formulele plane.

Perechile de enantiomeri de tipul CabdCabe se disting prin prefixele eritro si
treo. Primii se gdsesc in conformatia in care cele doud grupidri a si cele doud
grupari identice b se eclipseaza reciproc (a,a si b,b), in timp ce in izomerii treo
se eclipseaza grupari sau atomi diferiti. Astfel, I si Il sunt forme eritro, iar Il si
IV sunt forme treo. Aceste denumiri sunt derivate de la eritrozi si treoza.

S3 considerim acum cazul unui compus contindnd doi atomi de carbon
asimetrici care au aceeasi structurd, adici compusi de tipul CabdCabd, de ex.
acidul tartric HOOCCHOHCHOHCOOH. Pentru compusi de acest tip sunt
posibile patru aranjamente spatiale (IX-XII) si patru formule plane (XIII-XVT)
(Fig. 1.23). in moleculele IX si X jumititile superioari si inferioari se intiresc
reciproc; deci, IX si X sunt unul dextrogir, iar cel3lalt levogir. Prin urmare, IX si
X sunt optic activi, sunt enantiomeri. Pe de alti parte, in XI cele doud jumitati
sunt in opozitie si deci molecula, ca intreg, nu va prezenta activitate optica. De
asemenea, XI si XII sunt identici, adica existd o singurd forma optic inactivi a
lui CabdCabd. Compusul XI este optic inactiv prin compensare internd; el este
cunoscut ca mezoformai si este un diastereoizomer al lui IX si X. Astfel, exista
trei forme posibile: D-, L- si mezo.

Molecula XI este un exemplu de compus avand doi atomi de carbon
asimetrici, dar fiind optic inactiv (prin compensare internd). Prin urmare,
aprecierea formulei structurale uzuale prin aceea ca contine doi (sau mai multi)
atomi de carbon asimetrici, nu este suficientd pentru a decide daca molecula este
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COOH COOH COOH COOH

H OH HO H H OH HO H
HO H H OH H OH HO H

COOH COOH COOH COOH
(IX) (X) (X3} (x1)
COOH COOH COOH COOH
H-é-OH HO—Cl-H H-CII-OH HO-Cl-H
HO -CI—H H-é-OH H-(|3-OII HO-(lj-H
(IZOOH (ISOOH (|300H (|300H
(XTI) XIV) XV) XVI)

Fig. 1.23. Aranjamentele spafiale si formulele plane ale acidului tartric.

sau nu optic activd. Molecula ca intreg trebuie sd fie asimetricd. Testul de
superpozabilitate a structurii originale i a imaginii ei In oglind3 indic3 in mod
definitiv dacd molecula este sau nu asimetrica. Calea ceamai satisfacitoare pentru
atribuirea superpozabilititii este construirea de modele ale moleculei si imaginii
ei In oglinda.

O modalitate simplé pentru a decide daca o moleculi este sau nu simetricd
este de a stabili dac3 aceasta contine un plan de simetrie, un centru de simetrie
sau 0 axd alternativd de simetrie. Dac se realizeaz3 unul dintre aceste elemente
de simetrie, molecula este simetric3, adicd superpozabild pe imaginea sa
in oglindi.

Un plan de simetrie imparte molecula astfel incat punctele (atomi sau grupari
de atomi) de pe o parte a planului formeazi imagini in oglinda cu punctele de pe
latura opusa. Acest test poate fi aplicat atit modelelor spatiale, ct si formulelor
plane, de ex. formula plani a formei mezo CabdCabd posedi un plan de simetrie;
celelalte doua forme, D- si L-, nu posedi (Fig. 1.24).

b b
a—{-d d—1-a a d
dda  a—d Cal-a
b b b
Fig. 1.24. Planul de simetrie al formei mezo (atomii de carbon asimetrici se giisesc la

intersectia liniei verticale cu liniile orizontale).
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1. Cele patiu grupdi sunt ma intdi ovdonate confisim ¢ i
Conform acestei reguli, grupdrile suini aranjate In ordir
numirulw  atomic al atomilor prin care ele sunt legute
asimetric. Dac# doi sau inai ol din acesti atomi aii =
atunci prioritatea relafiva a grupdn: este determinati prict-o ¢
a numerelos atomiice a atomilor wrmdior: din grupdc. Dach
edificatoare sunt iuati in considerare urmatorii atomd din
2. Se dezenmind apo! dach secventa descrie un mod
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stabileste cd modelul lor spatial este R sau S in functie de secventa a-b-c. Daca
aceasta este In sens orar, cand grupdrile sunt privite dintr-un punct extern pe
latura opusa lui d (gruparea cu prioritatea cea mai scazutd), este vorba de un
centru chiral R; dacd succesiunea de scadere a prioritatii este In sens anti-orar,
centrul chiral este desemnat S (R, rectus, dreapta; S, sinister, stinga). De ex.
compusul I prezint3 un centru chiral R (Fig. 1.25).

a
|
\
|
l
¥
1]

a Cc

\
(g}
Q
a - ___r____ o
(@]

Fig 1.25. Regula de conversie pentru un carbon asimetric.

Din aceleasi motive acidul bromocloroacetic (IT) are un centru chiral R:
Cl

Br ———— COOH

H
II
Cand sunt prezente legituri multiple sau inele procedeul de determinare a
priorititii este dupd cum urmeazi. Atomii atasati la o legiturd multipld sunt
considerati a fi duplicati (pentru o legaturi dubl3) sau triplicati (pentru o legiturd
tripl3) de ex.:

C C
| |
- CH=CH- = -CH-CH- -C=0 = C-O
Lo |
C C 0
H H N
| | I
-C=0 = C-0 -C =N = -CN
I |
0 N
c C
— t |
O =, o
= —CH -
SCH, @ < ©=_C\ ¢
C_
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Secventa de prioritate este determinatd apoi prin considerarea ,,structurii”
duplicate sau triplicate in care existd atomii ,,fantoma” de ex. -CH = O este
-CH(0)-O iar -CH(OH), este -CHOH-OH (atomul ,,fantom3" din primul este
cel din parantezi). Ambele grupari contin un atom de carbon legat la doi atomi
de oxigen si deci -CH(OH), precede ca prioritate gruparea -CH = O.

Sistemele ciclice sunt tratate precum catenele ramificate, si daca sunt
nesaturate, duplicarea este folositd pentru o legétura dubla iar triplicarea pentru
o legatura tripld. Prin utilizarea acestor reguli se poate arita ci ordinea de prioritate
pentru substituentii mai frecvent intalniti este urmatoarea: I, Br, Cl, SO,H, SH,
F, OCOR, OR, OH, NO,, NHR, NH,, COOR, COOH, COR, CHO, CH,0OH,
CN, Ph, CR’, CHR?, CHR, CH,, D, H.

S3 ludm acum in consideratie D(+)-gliceraldehida. Prin conventie, initial,
iar ulterior prin difractie cu raze X s-a conchis ca D(+)-gliceraldehida este corect

reprezentata prin formula III (aceasta este deasemenea configuratia absolutd):
CH=0

RN
CH,OH

Comparatia cu lista secventei de pnontate di ordinea urmatoare: OH (a),
CHO (b), CH,OH (c), si H (d). Deoarece (III) este echivalent cu (IV) rezulta cd
D(+)-gliceraldehida este (R)-gliceraldehida. Similar, L(-)-gliceraldehida este
(S)-gliceraldehida.

Cand o molecula contine doi sau mai multi atomi de carbon asimetrici, i se
atribuie fiecarui atom de carbon asimetric (centru chiral) o configuratie cu regulile
de prioritate si conversie dupd care este specificat cu R sau S; de ex. acidul
L(+)-tartric este acid (RR)-tartric.

Regula de secvents a fost desemnata si pentru a sesiza corespondenta dintre
simbolurile D si L, pe de o parte, si simbolurile R si S, pe de alti parte.Simbolurile
D si L se obtin prin intermediul transformarilor chimice in timp ce R si S
sunt derivate din modele geometrice si sunt independente de corelatii. Din
aceastd cauzi R si S trebuie aplicate numai compusilor a ciror stereochimie
absolutd a fost determinati in prealabil; termenii R si S nu coreleaza in mod
necesar serii sterice.

1.5.2.2. Iromeria geometricd

Izomeria geometrica sau izomeria cigtrans este caracteristica compusilor
avand aceeasi structurd dar configuratii diferite, iar din cauza simetriei lor
moleculare acesti compusi nu sunt, de reguld, optic activi. Ei pot prezenta
deasemenea izomerie opticd dacd structura moleculei satisface deasemenea
cerintele pentru izomeria optica.

Multi compusi care contin o legiturd dubla existd in doud forme care diferd
in multe din proprietitile fizice si chimice. Van’t Hoff a sugerat ci daci
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presupunem cd nu exista rotatie libera in jurul legaturii duble, sunt posibile doud
aranjamente spatiale pentru molecula respectiva. Daca atribuim hibridizarea sp?
celor doi atomi de carbon nesaturati, atunci se realizeaza o suprapunere maxima
a celor doi orbitali 7t care cauzeaza rezistenta la rotatic n jurul legaturii duble.

Izomeria geometrica este prezentd la compusi cu legaturi duble precum si
la derivati ai cicloalcanilor.

1.6. COMPUSI HETEROCICLICI CU CARACTER AROMATIC

Introducere

Heterociclii sunt molecule care au ciclurile compuse din carbon si
heteroatomi, in special oxigen, sulf si azot. O comportare speciald prezintd
heterociclii aromatici, adicd cei total nesaturati. Heterociclii aromatici pot fi
impartiti in doud familii care deriva formal de la benzen:

1. Heterocicli aromatici cu sase atomi. Acestia iau nastere formal prin
inlocuirea uneia sau mai multor grupéri -CH= din benzen cu unul sau respectiv
mai multi heteroatomi (Fig. 1.24).

4

5@3
4
6 N 61

lon de pitiliu 5 | 3
6 2
1
Pirazina
O © (1.4 Diazing )
Benzen 4
P|r|d|na
7 | N2 1
N+ Pirimiding
NCI™ (1,3 Diazind)
| PII'IdGZInCl
R (1,2-Diazind )
Ion de
piridiniu

Fig. 1.24. Heterocicli aromatici cu sase atomi.
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Observatii. A. Tonul de piridiniu ia nastere (sub formad de sare) prin reactiile:

B. Un heterociclu isi mentine in mare masurd comportarea sa caracteristica
in situatia cand este condensat cu unul sau doua cicluri aromatice (benzenice sau
heterociclice (J. B. Hendrickson si colab., 1970)). Prin urmare la heterociclii din
Fig. 1.24 se vor adauga i altii de tipul:

0
S 14 9 1N0 [
6@3 INZ 8 I/\ 2
. N3
7 072 IRy 7 NS
8 1 5 L
Cromona Benzopteridind
XLy Qorx
7 - NZ NZ NH
5 Izoaloxazina 0
Aloxazini

C. Se pare ci izoaloxazina, forma tautomeri a aloxazinei, nu existi ca atare;
numai cind atomul de hidrogen de la N'° este substituit, forma izoaloxazinici
este stabila.

2. Heterociclii aromatici cu cinci atomi. In acest caz doua grupéri -CH=CH-
din benzen sunt Inlocuite (formal) cu un heteroatom cu o pereche de electroni
neparticipanti; rezulta astfel heterocicli cu cinci atomi, monoheteroatomici.
Substitutia altor grupari -CH= din acesti heterocicli cu heteroatomi duce la
heterocicli cu cinci atomi, poliheteroatomici (Fig. 1.25).

Notd la Fig. 1.25: un heterociclu cu cinci atomi condensat cu un ciclu aro-
matic de sase atomi fsi pastreaza Tn mare masurd comportarea sa caracteristica.
Prin urmare la heterociclii din Fig. 1.25 se vor adduga si heterociclii de tipul
indo] si purina.

NOMENCLATURA. Daca intr-un heterociclu sunt prezenti atomi de mai
multe tipuri, prioritatea de numerotare este in ordinea: O, S, N. Pozitiile ciclului

78

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



sunt apoi desemnate printr-un numdr, incepand cu numarul unu la heteroatomul
cu prioritate maxima. Ciclul este numerotat astfel incat ceilalti heteroatomi sa
aiba cele mai mici numere posibile.

3P

4 3(R) LI |
5“ I] s[g jz(wt) 4 N3
1O

Tiofen 5 I ; |2

T 0
/ 4
© Oxazol (1,3-Oxazol)
Benzen \ 4 N3
! |
-N3 S
|| I 1
5 2 Tiazol
N4
H
Pirazol (1,2-Diazol) Imidazol (1,3-Diazol)

Fig. 1.25. Heterocicli aromatici cu cinci atomi.

4 3 6 s 'ZJ
> N ) IN7 | N 8
% N 2k\N 4 N9
Indol H 3 H Purina

Denumirile heterociclilor aromatici se formeazi prin combinarea
urmdtoarelor prefixe si sufixe:

Atom Prefixe
0 oxa-
S tia-
N aza-
Sufixe:

-ol pentru ciclu de 5 atomi
-ind pentru ciclu de 6 atomi cu azot.

Combinatiile heterociclice aromatice sunt sirace in hidrogen §i se aseamana,
prin stabilitatea si reactiile lor, cu benzenul si derivatii s3i. Combinatiile
heterociclice cu caracter aromatic au fost sistematizate astfel (C. D. Nenitescu,
1980; M. Avram, 1983).
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1.6.1. Heterocicli cu cinci atomi, monoheteroatomici

1.6.1.1. Grupa furanului

Furanul contine in ciclu un atom de oxigen. Existd doua
(F ) tipuri de derivati monosubstituiti ai furanului: 2 (sau o) si 3

I I (sau B).
5 | 0 2 (o) Metode de preparare. 1. Furanul se obtine prin distilarea
1 lemnului, In special a lemnului de pin. 2. Prin distilarea acidului
Furan mucic, urmatd de incilzirea la p.f. a acidului furoic rezultat,
se obtine furan:
CHOH — c Hon ~CO% |
| =3HD HP I l I I +CO.
2
HOOC-CHOH CHOH COOH COOH
Acid mucic Acxd furoic !

Randament mai bun da decarboxilarea acidului furoic in chinolina in prezenta
pulberii de cupru.
3. Descompunerea catalitica a furfuralului produce furan:

“ || — h ||+co
0 CHO 0

Furfuralul se prepar in cantitafi industriale din deseuri vegetale bogate in
pentozani (coji de oviz, de seminte de floarea-soarelui, coceni, tardte etc.) prin
incélzire cu acizi minerali diluati:

ICHOH—CHOH — | | + 3HO
CHLOH CHOH-—CHO 0 CH=0

Proprietdfi. Furanul este un lichid cu p.f. 32°C. Comportarea sa chimici
este a unui compus aromatic, dar in alte situatii se comporti ca o 1,3-dieni.
Astfel, furanul este mai putin aromatic decat tiofenul si pirolul.

Prin reducere cataliticd (Ni Raney) furanul duce la tetrahidrofuran;

H'ZC— CH2
[ v — K
' s Y
0 \0/
Tetrahidrofuran
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Tetrahidrofuranul este un solvent valoros si un bun mediu de reactie (de ex.
pentru prepararea reactivilor Grignard).

1.6.1.2. Tiofenul

Tiofenul se gaseste in gudronul de cirbune si in sisturile @) 4 3
bituminoase. Tiofenul are p.f. 84°C, apropiat de al benzenului (oz) I l
2
astfel ca separarea de acesta din urma este dificila. Tiofenul se S
sulfoneazd mai usor decat benzenul si aceastd proprietate este Tiot]en

utilizatd pentru a separa cei doi compusi prin agitare repetati a benzenului cu
acid sulfuric conc. la rece: rezulta acidul tiofen sulfonic acvosolubil.

O metodd mai buna de separare constd in refluxarea amestecului cu acetat
mercuric apos cand tiofenul este mercurat iar benzenul nu este. Din derivatul
mercurat tiofenul este recuperat prin distilare cu acid clorhidric.

Metode de preparare. 1. Prin trecerea unui amestec de acetilena si hidrogen
sulfurat peste alumina la 400°C rezultﬁ tiofen:

H= CH Al [—
CH= CH [—— 7~

2. Butanul reactioneaza cu sulful In fazd de vapori, dand tiofen:

C CH 800°
IHT_ | 2+ 4S ——C'> I |+ 3H,S
CHy CHy [ :

S

3. Incilzirea succinatului de sodiu cu trisulfura de fosfor duce la tiofen:

CH,— COOH [
| +P'ZS3 ___/5
CHz- COQH '

Proprietdti. 1. Reducerea tiofenului cu paladiu produce tetrahidrotiofen
(tiofan, tiolan):

| 0
I + 2 H2 -
C C
[ LAV
Tiofan
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2. Reducerea tiofenului in prezentd de nichel Raney are ca rezultat
indepartarea sulfului, produsul fiind n-butanul:

H, . Ni Raney ,
|| ] e C HCHLHLH, +Ni S
s

Aceast3 desulfurare a fost utilizati ca mijloc de preparare a acizilor alifatici
mono- s, dicarboxilici. Metoda constd in tratarea acidului tiofen mono- sau
dicarboxilic, 1n solutii alcaline apoase, cu aliaj Ni-Al; din acid 5-etiltiofen-2-
carboxilic rezultd acid n-heptanoic:

Na OH, & § i
I | ———A—'; c H3 C g COOH
H:C, CQOH
1.6.1.3. Grupa pirolului
Pirolul este un heterociclu important deoarece intrd in
‘ I o constltutlamultor compusi naturali, de ex. alcaloizi, clorofild,

Preparare. 1. Pirolul se gaseste in gudronul de carbune

si 1h uleiul de oase din care se extrage.
2. Pirolul poate fi sintetizat prin trecerea unui amestec de acetilend si amoniac
printr-un tub Incilzit la rosu:

CH=CH b_
NH > NH + H

CH=CH 3 = 2

Pll'O]

3. Pirolul se prepara deasemenea prin distilarea unui amestec de glicerol si
sarea de amoniu a acidului mucic, la 200°C:

CHOH—CHOH o

| | 200C, || |[
HNOOC — CHOH CHOH-COONH
A A H

4. Se formeaza pirol prin distilarea succinimidei cu pulbere de zinc:
— Zn
fHZ CH2
co /40
SN
H
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5. Trecerea unui amestec de furan, amoniac si vapori de apa peste alumina

la cald produce pirol:

AlLO
I 0w 2%, [ 7
0

i

Proprietdti. Pirolul este un lichid cu p.f. 131°C care se inchide la culoare

rapid prin expunere la aer.

Zn —— HI, Prosu
] — | | 55
AcOH
N N N
H 'H H

PirolinA Pirolidind
Prin reducerea pirolului cu Zn si acid acetic rezulta pirolina (p.f. 91°C);
aceasta, prin incélzire cu HI si fosfor rosu, da pirolidina (p.f. 88°C):
Pirolidina poate fi preparatid deasemenea catalitic prin reducerea pirolului
pe nichel la 200°C. Spre deosebire de pirol, care este o bazi foarte slaba, pirolina
s1 pirolidina sunt amandou3 baze tari.

1.6.1.4. Indolul (benzpirolul)

Indolul se gaseste In gudronul de cirbune, in
florile de iasomie si in florile de portocal. > N 2
Preparare. Reactia dintre o-toluidina (2- 6 N
H

metil-anilina) si acid formic produce N-formil-o-
toluidina. Inc3lzirea N-formil-o-toluidinei cu

metoxid si acetat de potasiu duce la indol:
0-CHy-GH,~NH,+ HCOOH —> 6-CHy-GH,~ NH-CH=0 + H0

c
E _feorte N, H,0+CO
o Ac Ok N
NH-CH=

N-Formil o-toluidina Indol H
Proprietdfi. Indolul este un solid cu p.t. 52°C, cu miros greu, neplacut.

Indolul suferd reactia Mannich cu formaldehida si dimetilamina, dind

Indol

gramina (3-dimetilaminometil-indol): CH, NMe,
N
©\/\> + CHO+ MeNH —
N
b H
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1.6.2. Cicluri de cinci atomi, poliheteroatomice
1.6.2.1. Imidazolul (glioxalina)

Nucleul imidazolic intrd In constitutia histidinei si

3T | ¢ nucleului purinic.
2 5 Preparare. Imidazolul se prepard prin actiunea
N

amoniacului asupra glioxalului. Se presupune, in cadrul

mecanismului acestei reactii,cd o moleculd de glioxal se rupe

Imidazol in acid formic si formaldehida iar ultima participa la reactie.
Acest mecanism este sustinut de faptul ca imidazolul poate fi preparat direct de

la glioxal, amoniac si formaldehida:

—W
CH=0 NH
3 — N
| + CHF=0 , > + 3HO
CH=0  NH, C—n

2. Tratarea acidului tartric cu un amestec de acizi concentrati (azotic §i
sulfuric) duce la dinitratul acidului tartric (acid dinitrotartric), care prin tratare
cu formaldehidi si amoniac duce la acid imidazol 4,5-dicarboxilic; decarboxilarea
acestuia, prin incilzire cu oxid de cupru, di imidazol:

COOH COOH COOH
|
CHOH HNO;  CHONG, ¢=0 c
] s 3
(IJHOH H, S0, ?HONOZ <I:=o 2NH,
COOH COOH COOH
HOOC | N.
HOOCI ) —zco2 [

N

Proprietdfi. Imidazolul este un solid cu p.t. 90°C. Structura imidazolului
este tautomera: pozitiile 4 si 5 sunt identice. Cu alte cuvinte atomul de H apartine
in mod egal celor doi atomi de N.

N3 1.6.2.2, Tiazolul
5 “ J? Tiazolul intrd In constitutia vitaminei B1 (tiamina,
? aneurina). Este un lichid cu p.f. 117°C. Se prepari prin reactia
Tiazol dintre cloroacetaldehida si tioformamida:
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CH —

CH=O KN —N

— s
THZC' .\ Sy I >+HCI+HZO

1.6.3. Cicluri de sase atomi, monoheteroatomice

1.6.3.1. Piridina A

527 N3
Piridina se géseste in gudroanele carbunilor de pamant si @2 ,
in uleiul de oase; intrd In constitutia unor vitamine (vitamina N
B6) si a alcaloizilor.
) ’ Piridina
Preparare. 1. Trecerea unui amestec de acetilend si HCN printr-un tub
Incilzit la rosu duce la piridina:

CH=CH A
CH N ' </ :l
A\ “ —

¢cH CH

2. Incilzirea hidroclorurii 1,5-diaminopentanului (cadaverina) produce
piperidind; oxidarea piperidinei cu H,SO, conc. la 300°C sau dehidrogenarea
cataliticd (Pd-C) duce la piridini:

_CHCHNHO" —NHACI S PdC S\
k2N CHZCHZNH;CI- B — ==

Proprietdyi. Piridina este un lichid cu p.f. 115°C. Piridina este o bazi slaba,
K, = 5,6 x 10°. Hidrogenarea catalitici a piridinei produce piperidina:

~N
= tH He o Ch
)y 1 |
y HE M2
H

1.6.3.2. Hidroxipiridinele (Piridonele)

Se cunosc trei hidroxipiridine: A
< ()
| _ = N So
2-Hidroxipiridina (forma lactmuga}; 2-Pi|1_'!doni (forma lactamic¥)
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(Echilibrul este deplasat mult spre dreapta)

U
OH !
=
I — = ||
NS
N N

3-Hidroxipiridina 4-Hidrox1p1ndm5 (forma fenolic#) 4-Pinqoné (forma cetonicd)

(Echilibrul este deplasat mult spre dreapta)

Hidroxi-piridinele sunt substante solide cristalizate, cu urmétoarele puncte
de topire: p.t. o0 107°C; p.t. § 120°C; p.t. y 148°C).

Elucidarea structurii. Toate hidroxipiridinele dau cu clorura fericd reactia
de culoare caracteristicd a fenolilor cu precizarea ca o- si y-hidroxipiridinele dau
o culoare deschisa (reactie slaba) in timp ce -hidroxipiridina di o culoare intensa.

S-a gasit ca 2-hidroxipiridina se giseste In solutie ca 2-piridond (deci in
forma lactamic3) iar 4-hidroxipiridina se giseste In solutie ca 4-piridona (forma
cetonicd). S-a ajuns la aceastd concluzie In urma analizirii spectrelor: spectrul
2-piridonei este identic cu al N-metil-2-piridonei si diferit de al 2-etoxipiridinei:
(Fig. 1.26).

l N

~~
@ X ,
N~ 0

0
CH N CHs
3
2-Piridona N-metil-2-piridon# 2-Etoxipiridini
1, 2 - Piridoni

2, N-Metil 2-piridond
3, 2-Etoxipinidind

Fig. 1.26. Spectrul unor derivati piridinici

1.6.3.3. Cicluri de sase atomi cu un atom de oxigen

S
6t -2 Un heterociclu aromatic cu un atom de oxigen este cationul
17a” de piriliu:

Clorura de piriliu
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Derivati ai cationului de piriliu obtinuti prin metode directe sau
indirecte sunt:

. ('5’2
N : HC”  SCH
OO O 49

o-Piran ¥-Piran 2,3-Dihidro-4-piran Tetrahidropiran

o-Piranul si y-piranul, ca atare, nu sunt stabili dar aceste inele intrd in
constitutia unor compusi bine definiti. -

2,3-Dihidro-4-piranul se prepara prin incilzirea alcoolului tetrahidrofurfurilic
cu alumina:

| I AI O
[ 1 300 E
Furfural Alcool tetrahldrofurfu.nhc

Ultimul compus d3, prin reducere cataliticad (Ni Raney), tetrahidropiran.

Legitura dubla din dihidropiran este foarte reactiva: In prezenta acidului
p-toulensulfonic reactioneazd usor cu compusii hidroxilici, cum sunt
alcoolii si fenolii, formand eteri. Acesti eteri sunt stabili in mediu alcalin dar
sunt usor hidrolizati de citre acizii diluati. Prin urmare aceastd reactie

constituie o metoda de protectie a gruparii hidroxil pentru reactiile ce decurg
n mediu alcalin:

H ROH HCl ,
I pra— + ) = @’ +ROH
0 0 0~ OR 0 OH
Derivatii ceto corespunzitori ai piranilor se numesc pirone:

O (')'

0

2-sau o-Pirond 0 4-sau y-Pironi

Sistemele moleculare condensate ale pironelor sunt compusi naturali:
0

O "

N |
0 O
Benzo 2-pironi (sau cumarini sau O-cromoni) Benzo 4-pirond (y-cromoni)
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1.6.4. Cicluri de sase atomi, poliheteroatomice

Grupul diazinelor
Teoretic sunt posibile trei diazine izomere si toate trei sunt cunoscute:

g @ )

N N
Piridazini (1,2-Diazini) Pirimidind (1,3-Diazind) Pirazini (1,4-Diazind)
1.6.4.1. Piridazina

Piridazina se prepar3 din dialdehida maleica si (hidrat de) hidrazina:

CHO

- NH
i O R iy T
HC NH =~ _N 2
N CHO 2

Piridazina, p.f. 208°C, este o bazi slaba.

1.6.4.2. Grupa pirimidinei
Grupa pirimidinei cuprinde compusi naturali importanti precum §i compusi
de interes medical.

Acidul barbituric
Acidul barbituric (maloniluree) a fost preparat initial prin condensarea ureii
cu acid malonic In prezenta de oxiclorurd de fosfor: 0
|
NH HOOC ~_ PQCI
o=c 2+ CoH, —— HNK
NH 2 HOOC % A
0 I':Il 0

Acid barbituric

Randament mai bun se obtine prin refluxarea dietilmalonatului cu uree in
solutie etanolic3, in prezenta de etoxid de sodiu:

\ (]
O=C/ NH,2 Et OOC\ cH E1 ONa

HN
+ 2 +2 EfOH
~
NH,  etooc” AN %o
° W

Acidul barbituric este un solid, p.t. 253°C, cu solubilitate redusi in apa.
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Pirimidina

Prima preparare a pmmldmel apornit de la a01d barbituric:

//t] _. N% I pocy /)t]\ Zn,H.0 N I

S0 HO
P1r1m1d1na poate fi preparata prin oxidarea alchllpmmldmelor, urmat de
decarboxilare; reactia dovedeste stabilitatea sistemului aromatic pirimidinic.
O metoda convenabila de preparare a pirimidinei este prin reactia dintre
1,1,3,3-tetractoxipropan si formamida:

CHIOEH) Z
Kol % 2HCONH, —L_> N
CHIOEL, \

N

1,1,3,3, - Tetraetoxipropan
Pirimidina este neutr in solutie apoasi dar cu acizii formeaza siruri.

Uracilul
Uracilul (2,4-dihidroxipirimidind) este un produs de hidrolizi al acizilor
nucleici. Se cunosc mai multe metode de sintez3 a uracilului.

(i) Din uree si acrilat de etil: 0 0
]
NH, Et00C 0°c H Br
0-c % e KLUAS Nk —=2_,
2 ACOH |\
NH2 HZC 07N Oé N
H H
0 Dihidrouracil
mPy la HN I
fierbere,— HBr 'oél\N
H
PR . . Uracil .. . .
(i1) Prin incilzirea unei solutii de uree si acid malic 1n acid sulfuric fumans:
0
COOH 4
CH, _H250, v° H,NCONH
(2 —-—%> cop H.20+CH2 2, k
(HOH CHo 0”
COOH H
Uracil
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Patru structuri tautomere sunt posibile teoretic pentru uracil:

MO Hoxﬁ = O

ﬂ

i
In denvatu naturali uracﬂul existd in forma (I).

2l Z

Timina

Timina (5-metiluracilul; 2,4-dihidroxi-5-metilpirimidin3) este un produs
de hidroliza al ADN. A fost sintetizata prin metode similare celor de la uracil.

(1) Din metacrilat de etil (in locul acrilatului de etil) si uree:

0
NH Et00C
o=c {2+ “cMe LC, HyT Y™ BryAcOH
NH'z CH, = '\ -
07 ™N
0 H
I g |
HN/j( | Py HN Me
Me —_— l
foka N ~HBr 0//|\
| H
Timing

9 0

NH, OO Acp  HNZCNCHMe |oo Me
0=C . CHMe —&— | |
~ “NH
N 2 (|:N O//C\ CN 3 0// "
NH, N
Timind

Citozina

Citozina (4-amino-2-hidroxipirimiding) este un produs de hidroliz3 al acizilor
nucleici (ADN si ARN). Una dintre cele mai bune sinteze ale citozinei
este urmitoarea: v. pag. 91.

In acizii nucleici au fost gasiti doi derivati ai citozinei: 5-metil-citozini si
5-hidroximetilcitozin3; ambii au fost sintetizati.
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_CHIOEt), — Et, SO,
+ NH,OH-HCl——> 0 oo
\CH(OET)Z AN Na OH

N
Izoxazol
NH
CN 2
HC/ H-NCONH N~
Hg : ‘s |
BuONa Y
Soet 0" >N
H
Citozind
Aloxanul

Aloxanul a fost preparat initial prin oxidarea acidului uric (vezi acolo).
Aloxanul are formula moleculard C,;H,N,O,. Prin hidroliza cu alcalii aloxanul

produce o moleculd de uree si o moleculd de acid mezoxalic:
CHN,0,+20,0 —KOH _, iy NCONH, + HOOCCOCOOH

Deoarece aloxanul nu contine grupéri amino sau carbonil libere, produsii
de hidroliza sugereazi c3 aloxanul este mezoxiluree; aceasti structura ciclicd a
fost confirmata prin condensarea ureii cu acidul mezoxalic pentru a da aloxan:
0

) |
40
~NH, HOOC\

0=C + C=0 —— K
~N )
NH2 H OOC 0 Aloxan

Aloxanul este un compus puternic acid, cnstahzcaza cu patru molecule de
apd. Trei dintre acestea se pierd usor prin Incilzire dar a patra se pierde numai
cénd monohidratul este inc3lzit la 150°C. Din aceasti cauzi se presupune ci cea

de-a patra molecul3 de apa nu este de cristalizare ci de constitutie (ca la hidratul
de cloral).

1.6.4.3. Pirazina

Pirazina a fost sintetizatd din aminoacetaldehidai;
2 N
H2|C ?H 2
+ , T | + H0+H,
N
HG C
0 H'ZN N
Pirazina
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Pirazina este un solid cu p.t. 55°C; este redusd usor, cu sodiu si etanol, la

hexahidropirazina sau piperazina:
H
_N

[j Na, ETOH HC ~cH
2 | 2

C
Plrazmé H2 \” ~CHy Piperazini
Piperazina, p.t. 104°C, este o baza diacida puternica.

1.6.4.4. Grupa purinei

7 . ..

/6 5 N Purina este compusul parental a unui grup de diureide

TN /I > g8 ciclice fiind alcatuit dintr-un ciclu pirimidinic condensat
NN cu un ciclu imidazolic.

Purina
Acidul uric

Acidul uric a fost descoperit de catre Scheele (1776) in calculii urinari.
Zicamintele de guano (depozit de excremente de pésari, gisit pe insulele situate
langa coasta de vest a Americii de Sud) contin acid uric pana la o concentratie de
25%. Excrementele serpilor constd aproximativ 90% din urat de amoniu.

Liebig si Wohler (1834) au gasit ca formula moleculara a acidului uric este
C,H,N,O,. Structura acidului uric a rezultat din urmatoarele reactii. Oxidarea

57747 "4
acidului uric cu acid azotic da aloxan si uree in proportii echimoleculare:

0
1l
o, WO N
>—O+H0+[0] — |\ + o C=
//I\ 07 \j}-0 HN

H

Amd uric Aloxan

(Reactia constituie si o metoda de preparare a aloxanului).
Oxidarea acidului uric cu o suspensie apoasd de PbO, duce la alantoind
si CO

iIN> i T £> o v co

Alantoma
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Daci oxidarea de mai sus se realizeaza, in loc de PbO,, cu permanganat in
mediu alcalin randamentul de oxidare este cantitativ.
Structura alantoinei a rezultat din reactiile urmatoare:

H H
NHy Oy HNO3  NH, O
0=C + I\ >_O — s \ =0+
NH2 O// // \ N

N
H H
Acid parabanic H 0 J/ T 100 C Hidantoini
_ /NH,2 ~ /NH2 ?OOH H2N\ 0=0
O—C \ O—C + 4
NH,, SN H, CH=0 H2N -

Acidul parabanic a fost sintetizat din dicloruri de oxalil si uree:

H
NH, COCI 0y N
2
O=C\ + | —_— [>:
NH cocCli 0% N
H

2
Acid parabanic

Structura acidului uric a fost deasemenea confirmati prin sinteza:

_-NH, E100C._ NaOH
O—C H7 CH2 .ﬂ.HN/ ~CH
\NH - NC 2
CN
‘d H‘Z q
HNO, HN 0 Nu,sH
x SHENGHE
NH, 077 TNHp
H

H R H
N
jIN“lu COOEt HNJ\/I( “COOEt 80°C “mo
-
NCIOH 4
0
T .

5,6 Dlam.lno-uracﬂ

| Topire cu uree .
Reducerea amino-nitrozo-uracilului se poate realiza deasemenea cu ditionit
de sodiu (Na,S,0,).
Acidul uric este o pudri cristalind alb3, insolubild in solventi organici
obisnuiti. Se comporti ca un acid slab.

Acid uric
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Purina

Tratind acidul uric cu POCI, rezulta 2,6,8-tricloro-purina. Acest compus
este un intermediar important In obtinerea purinei si a derivatilor purinici. Prin
reducerea 2,6,8-tricloropurinei cu H,-Pd rezultd purina (p.t. 217°C):

H
N 5N
HN POCI de1N/
JI>°—u \>c'2+> 5
0PN
H H

H

2,6,8, - Trcloropurini Purind

Purina se comport3 ca o0 bazd monoacida slabd. Diazometanul sau dimetil
sulfatul metileaza purina in pozitia 9.

Derivati ai purinei

Cei mai importanti derivati ai purinei sunt compusi naturali: adenina
(6-aminopurina), hipoxantina (6-hidroxipurina), xantina (2,6-dihidroxipurina)
si guanina (2-amino-6-hidroxipurina).

Adenina

Adenina (6-aminopurina, p.t. 365°C, desc.) a fost gisitd In pancreasul
bovinelor si in extractul de ceai. Adenina este un produs de hidrolizi al acizilor
nucleici. Diferite reactii chimice au ardtat cd adenina este un derivat al purinei.
Structura sa a fost stabilita prin sinteza:

2,6,8-Tricloropurini Adenmﬁ

Hipoxantina

Hipoxantina (6-hidroxipurina, p.t. 150°C, desc.) a fost gasita in tesuturile
animale si In extract de ceai. Structura hipoxantinei a rezultat din formarea sa
prin actiunea acidului azotos asupra adeninei precum si din sinteza sa. Hipoxantina
a fost obtinuta din 2,6,8-tricloropurind:

C.NJI>—C

N N
94 ;
Hipoxantina
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O sinteza utild a hipoxantinei (si adeninei) constd Tn condensarea
2,3,3-triamino acrilamidei cu ortoester etilic:
0

Q
C NH ' N
HZN/ ) ﬁ/ ‘ HC (OEt) H I N
Nog

PN
HON™ NH,
Xantina

Xantina (2,6-dihidroxipurina, p.t. 150°C, desc.) a fost gisita in extract de
ceai si in tesuturile animale. Oxidarea xantinei cu clorat de potasiu in HCI duce
la aloxan si uree; rezultd din aceasta reactie relatia structurala a xantinei cu acidul
uric; structura xantinei a fost confirmata prin sinteza:

‘ | t N
N
s NZ HI. t°c KN A\
N;IN\ . RONG ¢ | >£I I OJ\ |
u/\ N Et0” / u N

Xantini
O sintez3 a xantinei poneste de la 4,5-diamino-uracil:

H ' NH, .1.HCOOH _HN I N\
4 2.S5area de OJ\
0” N NH, Na, 250°C N N

H ) H H ¢

Xantini
Guanina

Guanina (2-amino-6-hidroxipurina; p.t. 360°C, desc.) a fost gisitd in
pancreas bovin, in zicimintele de guano si in solzii anumitor pesti. Prin tratarea
guaninei cu acid azotos se obtine xantina; rezultd de aici structura guaninei,

confirmati de altfel prin sintezi:
Cl

\ '
NH.M E1OH
V7 \>—c1 S HN'T&C' .
X~ 100°C - _
Cl N Ci N
N N . 0
9
N o ! N
HN ~~ HI.t°Cc HN
HNJjI >CI (I >
2 N ll_\{ H'ZN N 'I:l|

Guanina E
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1.6.4.5. Pteridina

Prin reactia dintre 4,5-diaminopirimidina si glioxal rezult3 ptetidind:

[ 5
NéINHZ 0=CH 3N 2
' k
k\N NH 0= CH A
2 8
Pteridina

Pteridina este un compus solid, de culoare galbena cu p.t. 139,5°C; este
foarte solubild in apa, greu solubila in eter.

1.6.4.6. Cicluri aloxazinice si izoaloxazinice

Benzopteridina intrd in constitutia aloxazinei, lumicromului, etc. Acesti
compusi sunt importanti pentru cd au jucat un rol in elucidarea structurii
riboflavinei.

Aloxazina a fost sintetizatd prin condensarea o-fenilendiaminei cu

aloxan:
H 10 H:
H g N. A
? 'y 20 8 SN N\Iso
+ L —> z
NH 07~ NH 7 NN
2 6 § b

Aloxazini

Riboflavina (vitamina B2, C H, N,O/) este o vitamini acvosolubila,
termostabild (vezi acolo). Expunerea riboflavinei la lumina, in solutie de
hidroxid de sodiu, formeazd indeosebi lumiflavind, C,H,NO,.
Lumiflavina este solubild in cloroform. In constitutia lumiflavinei
(7,8,10-trimetil-izoaloxazin3) intrd izoaloxazina, o form3 tautomera a
aloxazinei. Structura lumiflavinei a rezultat att din reactii de degradare
cat si din sinteza chimicd (vezi FAD). Lumiflavina a fost obtinutd prin

condensarea N-metil-4,5-diamino-o-xilenului cu aloxanul, in solutie apoasa

la 50-60°C:
?Ha CH,y
NH y HC NN
chji\j[ +H /WN/: - 31@[/ jNl—c:
HyC NH, o’ Y HE N
Lumiflavini

Metilarea lumiflavinei sintetice (cu sulfat de metil) da un derivat tetrametil
identic cu produsul obtinut prin metilarea lumiflavinei naturale.
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1.7. TERPENOIDELE

Majoritatea terpenoidelor au fost izolate din surse vegetale. Denumirea mai
veche a terpenoidelor era terpene dar se tinde la inlocuirea acestei denumiri cu
termenul mai general de terpenoide.

Terpenoidele cuprind atat hidrocarburi cat si derivati oxigenati ai acestora.
In ultimul caz oxigenul intrd in constitutia unor grupari functionale ca: alcooli,
aldehide, cetone, acizi. Scheletul hidrocarbonat al terpenoidelor este constituit
din radicali izoprenici iar pumarul n al acestor unitati izoprenice constituie un

criteriu structural de clasificare al terpenoidelor. Astfel exista:

Denumirea Formula molecularid Valoarea lui n
Monoterpenoide C,.H, 2
Sesquiterpenoide CH,, 3
Diterpenoide C,H,, 4
Sesterpenoide C,H, 5
Triterpenoide C,ot 6
Tetraterpenoide (Carotenoizi) C,He, 8
Politerpenoide (C,Hy), n

Sistemul de clasificare de mai sus constituie asa-zisa reguld a izoprenului.
Monoterpenoidele si sesquiterpenoidele sunt volatile pe cand terpenoidele
superioare se obtin din gumele si raginile vegetale.

1.7.1. Metode generale de obtinere ale terpenoidelor

Pentru izolarea terpenoidelor se folosesc in esentd doua tipuri de metode:

1. Metode fizice: extractia cu solventi, distilarea cu vapori de ap4, distilarea
fractionati n vid, extractia cu grisimi (enfleurage) etc.

2. Metode chimice: alcoolii se separd prin formarea unei combinatii duble
cu clorura de calciu; compusii carbonilici se separa prin formarea combinatiilor
bisulfitice ugor cristalizabile etc.

Mai recent s-au utilizat la izolarea si caracterizarea terpenoidelor metodele
cromatografice cu toate variantele lor, inclusiv gaz-cromatografia.

1.7.2. Monoterpenoidele
Monoterpenoidele sunt de trei tipuri:
- aciclice
- monociclice
- biciclice
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1.7.2.1. Monoterpenoidele aciclice

La terpene si terpenoide se intalneste in mod frecvent izomeria legaturii
duble de la capatul catenei (izomeria izopropilidenica si izopropenilicd). In naturd
cei doi izomeri sunt gasiti Intotdeauna In amestec.

Un alcool cu o legiturd dubla, aparand in cele doud forme izomere, este
citronelolul, unul dintre principiile active ale uleiului de trandafir si geraniu; in
cele doud surse existd forma levogird.

CHPH CHOH
| N

Forma izopropilidenica Forma izopropenilicd
Citronelol

Oxidarea citronelolului cu ozon duce la acetona si formaldehida.

Alcooli izomeri, cu doud legituri duble, care apar in formele izopropilidenici
si-izopropenilicd, sunt geraniolul, nerolul si linaloolul. Geraniolul este izomerul
A® trans iar nerolul este cis:

TR A CHH X
CHOH
| |
S

Geraniol Nerol

Ambii se gisesc in plante: geraniolul in flori de trandafir si muscat3 iar
nerolul in uleiul de neroli si bergamot.

Linaloolul, un alcool terfiar, se prezintid sub form3 de izomeri
optici: (-)-linalool existd in uleiul de linalol, levantica, trandafir, bergamot
etc., iar (+)-linaloolul a fost gisit in uleiul de flori de portocal

si coriandru. oH _ oH
| |
| y/

In cele douad forme - izopropilidenicd si izopropenilica - se gisesc si
aldehidele izomere cis-trans, cu doud legituri duble, citralul si neralul:

Linalool
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HO CHO

V/

Citral a (geranial) Citral b (neral)

Citralul - componenta principala a uleiului de iarba de lemon si de lamaie
- este printre cele mai raspandite terpenoide aciclice. Pe cale sintetica se obtin
citrali prin oxidarea geraniolului si nerolului.

Structura terpenoidelor aciclice a fost determinati prin reactii de degradare
si prin intertransformarea principalilor reprezentanti.

a. Geraniolul se obtine din citral a, prin reducere cu amalgam de sodiu in
solutic aceticd, citralul a se formeazd din geraniol, prin oxidare. Ambele
combinatii au deci acelasi schelet, iar legiturile duble se afla n aceleasi pozitii;
deosebite sunt numai grupele functionale.

b. Citralul contine doui legéturi duble, rezultat provenit din aditia bromului
si determinarea refractiei moleculare. Pozitia legéturilor duble a fost stabilitd
prin oxidare cu acid cromic, care duce la metilheptenon3 si, prin oxidarea mai
departe a acesteia, la acid levulic:

A~ A om0 €703 I AL + Hooc-cheo

Citral Metilheptenoni

oxidare l 0

H3C\ 1]
C=0 + HOOC- "

c~ . .
H3 Acetond Acid levulic

C 1.°C (couzeozﬁ
MCH:O % 7A\/\)§0+ CHyCH=0

stral " deconcjensure .
¢ crofonica” ) Metilheptenoni

Unele reactii caracteristice ale terpenoidelor aciclice. O astfel de reactie
este ciclizarea de tip iononic. Monoterpenoidele aciclice, de tipul geraniolului
sau citralului, in catalizi acidi si cu grupa functionali (alcool sau aldehids)
blocats, se ciclizeaza dind nastere la derivati ai gem-dimetilciclohexanului.
Astfel, prin ciclizarea acetatului de geraniol ia nastere un amestec de
B-ciclogeraniol si o-ciclogeraniol:

C(CH?O AC @i C H,0Ac @i CH,0Ac
~ +
| —_—

A\ >

Acetat de geraniol P Acetat dé ciclogeraniol
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In aceastd reactie de ciclizare de tip iononic se formeaza, ca intermediar, un
carbocation tertiar (I) care alchileaza intramolecular legitura Invecinata spatial
formand un alt carbocation tertiar care se stabilizeazd prin eliminarea unui
proton de la unul din atomii de carbon vecini.

e O
o %

Prin tratarea citralului cu acetond, in prezentd de catalizatori bazici slabi
(Ba(OH),) se formeazi, printr-o reactie de condensare crotonicd, pseudoionona.
Pseudoionona se ciclizeaza, in catalizi acids, ducand la -ionond i a-ionona:

CHO
- H2SOL
+ CH COCH ——> '

Pseudoionond

Q
| !
NS NS

B- Tonona + @ - Jononi

Cele doud ionone (8, p.f. 134/12 mm si o, p.f. 127°C/12 mm) se utilizeazi
la fabricarea parfumurilor. B-Ionona se gaseste si in naturi. Structura celor doud
ionone rezultd din analiza produsilor de oxidare:

II
_knn0, COOH coou
coou

B- fonona CHy Acid o, o - dimetiladipic
Acid geronic
K MnOL CH
’ COOH
: COOH COOH
o - Jononi Acid izogeronic Acid B, B’ - dimetiladipic

1.7.3. Sesquiterpenoidele

Sesquiterpenoidele sunt hidrocarburi cu formula C (H, , intlnite frecvent
in uleiurile eterice. Se prezinti ca uleiuri vascoase cu p. f 250-280°C. In naturd
se intdlnesc deasemenea alcooli si cetone derivand de la aceste hidrocarburi.

Sesquiterpenoidele aciclice. Farnesolul. Farnesolul, un alcool polienic
cu formula moleculard C ;H, O se giseste in ulejurile de flori (mirgaritirel,
tei etc.).
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Structura famesolului a fost stabilitd astfel: prin oxidare cu acid cromic
famesolul trece in aldehida respectiva, farnesal. Aceasta se transforma, prin
intermediul oximei si nitrilului, Tn acidul respectiv. Acidul se desface, prin
tratare cu alcalii tari In dihidropseudoionona si acid acetic:

/‘\/\/J\/\/K\/CH'Z%_, WCOOH H20

Farnesol Acid famesic

/k\/\)\/\)*o + CH{CO0H

Dihidropseudoiononi

Locul legiturilor duble in famesol a fost stabilit prin ozonizare; se obtine
acetond, levulin-aldehida si glicol-aldehida.

0
HOH

o O
e n
. : ] HC: 0o=HC-C
>=0 . Hc\/\g/ + C\/\‘é/ + 2

1.7.4. Diterpenoidele

Diterpenii propriu-zisi au formula moleculard C, H,,. Se cunosc si alcool,
fenoli, oxizi etc.

Fitolul este o componenti a clorofilei si deci apare in mari cantiti{i In naturd.
Fitolul se prezint3, in stare purd, ca un ulei vascos, slab dextrogir, distilabil in
vid inaintat, cu proprietatile unui alcool nesaturat. Din formula molecular3,
C,,H,,0 rezulta ci fitolul contine o legiturd dubla. Oxidarea cu ozon di o ceton
saturati si aldehida glicolica:

0)
C,H,0 —— C_H, 0+0=CH-CHOH

207740 187736

Daci fitolul rezultd din impreunarea a patru resturi de izopren, cetona
C sH,,O ar trebui sa fie hexahidrofarnesil-aceton3 (trimetipentadecanon). Aceasta
presupunere a fost verificati prin sinteza:

OH
/\/\/k\/\/k/c%%'-'z WCHZ PBrg

"Farnesol Cat, " Hexahidrofamesol

/k/'\)\/\/k/c%ar' CH,COCHC 00R] Na
Bromuri de hexahidro-farnesil '
/K/\A/\/k/\) Sq

Trimetilpentadecanona
Fitolul are doi atomi de carbon asimetrici:

)\/W o Fitel
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Ozonoliza fitolului decurge 1n felul urmaitor:

W/W CHZOH %.

S, t  0=CH-CHOH

Trimetilpentadecanond Glicolaldehidi
(Cetona C, H,  0)

1.7.5. Triterpenoidele

Scualenul (C, H,,, p.f. 240-242°C/4 mm) a fost initial izolat din uleiul de
ficat de rechin, apoi din ulei de masline si din alte uleiuri vegetale; a fost detectat
si in frunze.

Hidrogenarea cataliticd transforma scualenul in perhidroscualen, C, H,,;
prin urmare scualenul are sase legituri duble si este aciclic. Ozonoliza scualenului

da, aldturi de alti produst, acid levulic; aceasta sugereazi ca in scualen este prezenta

gruparea (I):
/"\/\)\/' -1

Faptul ca scualenul nu poate fi redus cu sodiu si alcool amilic demonstreaza
cd in molecula scualenului nu existd legdturi duble conjugate. S-a gisit ci
perhidroscualenul este identic cu produsul obtinut prin reactia Wurtz a bromurii
de hexahidrofaresil. Aceasta a dus la o metoda de sinteza a scualenului (1) de
la bromura de famesil prin reactia Wurtz:

CH2EIr

Scualen (all-trans)

De remarcat cd molecula scualenului este formata din doud fragmente
identice iar in punctul de fmbinare a acestora se gasesc doud unititi izoprenice
unite coadd la coada (la fel se Intdmpla la carotenoizi; vezi acolo). Scualenul
formeaza un complex de incluziune cu tioureea, de unde s-a dedus ca structura
sa este total trans; analiza cu raze X a complexului de incluziune a confirmat
acest lucru.

O sinteza cu randament superior a scualenului a decurs prin reactia Wittig:
compusul de start a fost trans-geranilacetona:

0 ]
2 [ + %p/\/\// Ph3 I
X\
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1.7.6. Difenilpolienele - model structural pentru carotenoizi

Terminologie. Se spune ci un compus are o culoare mai inchisa decat altul,
cand maximul curbei sale de absorbtie, A__, este situat in spectru la o lungime
de unda mai mare. Un compus are o culoare mai intensd decidt altul cidnd
coeficientul de extinctie, in punctul maxim al curbei sale de absorbtie, A__, este
mai mare.

Cand un substituent introdus Intr-o molecula produce o inchidere a culorii
el are un efect batocrom; cand produce o deschidere a culorii, are un efect
hipsocrom; cand intensifica culoarea are un efect hipercrom; iar atunci cand o
slabeste, un efect hipocrom. Dizolvantii pot, deasemenea, provoca un efect
batocrom sau hipsocrom asupra benzilor din spectrul unei substante
(solvatocromie). Sinonimi cu efect batocrom si efect hipsocrom sunt si termenii:
deplasare spre rosu, deplasare spre violet.

Stabilirea de relatii Intre culoarea si structura compusilor organici este o
preocupare importantd a chimiei. Dup3 unii cercetitori culoarea combinatiilor
organice se datoregte prezentei in molecula lor a anumitor grupe de atomi, numite
grupe cromofore (de la chroma, culoare si phoros, purtitor, in Ib. greacd), ca de
ex.-N =0 si -N =N-. Odata cu constatarea ca spectrele din UV sunt o prelungire
acelor din vizibil §i ¢ ambele sunt datorate acelorasi cauze, termenul de cromofor
a fost extins la orice grupd de atomi ce absoarbe lumina in aceste regiuni ale
spectrului.

Legaturile duble izolate nu dau benzi puternice dar cind sunt prezente sisteme
conjugate benzile sunt de obicei puternice si in regiunea cu lungimea de unda
mai lungi. Astfel o aplicatie important3 a spectroscopiei in UV si vizibil este
detectarea §i elucidarea naturii sistemelor conjugate inclusiv aromaticele. Aceasta
este realizatid adesea prin folosirea moleculelor ,,model", adicd o molecula
,»Simpla" care diferd de compusul investigat intr-un fel care s3 n-aibi nici un
efect asupra cromoforului.

Sistemul de cromofori precum si structura carotenoizilor au fost clarificate
prin studiul difenilpolienelor. Difenilpolienele sunt sisteme chimice conjugate
de lungime variabila. Cel mai simplu reprezentant al seriei, stilbenul, contine o
legiturd dubli alifatici; difenilhexadecaoctaena, cu masa moleculari cea mai
nidicatd, contine opt legaturi duble in catena alifatici:

@c stilben
QCH@,CWO difeniltetradiena
@-cwmcncwcmm@ difenilhexatriena
T e &

Difenil-hexadecaoctaena
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S-a constatat c3 odatd cu mirirea numarului de legituri duble culoarea se
intensific3; totodata culoarea se deplaseazi spre rosu (Tabel 1.15).

Tabelul 1.15.
Dependenta culorii difenilpolienclor de numdrul de legituri duble

Difenilpoliena Numir de legituri duble Culoare
Stilben 1 incolor

Difenilhexatriend 3 galben-deschis
Difeniloctatetraeni 4 galben de crom
Difenildodecahexaend 6 brun-oranj

" Difenilhexadecaoctaeni 8 rosu-inchis

Remarcabili este si stabilitatea deosebiti a acestor hidrocarburi sintetice.
S-a sesizat totodatd asemanarea difenilpolienelor cu carotenoizii. Indatd dupa
constatarea - prin hidrogenare cantitativd - gradului avansat de nesaturare al
carotenoizilor s-a presupus c legdturile duble in acesti compusi sunt conjugate.
Si in cadrul carotenoizilor se adevereste concluzia - izvordtd din studiul
difenilpolienelor - ca numirul de legituri duble influenteazi culoarea (vezi acolo).

Succesul experimentelor de mai sus ]-a constituit concluzia, surprinzitoare
pentru momentul respectiv, cd un sistem cromofor poate fi constituit exclusiv
din carbon si hidrogen.

1.7.7. Tetraterpenoidele (Carotenoizii)

Tetraterpenoidele se impart in: (a) hidrocarburi carotenoidice; (b) derivati
oxigenati ai acestora: alcooli, epoxizi, oxizi furanoidici §i cetone; (c) acizi
carboxilici continand In moleculd mai putin decat 40 atomi de carbon.

Hidrocarburi carotenoidice. Licopina. Licopina este colorantul rosiei
(Solanum lycopersicum). A fost izolatd sub forma cristalizata (p. t. 175°C) avand

formula C,H,,. Hidrogenarea cantitativa a licopinei a dus la determinarea

Licopind

numdrului de legéturi duble; acestea sunt in numar de 13 si se gisesc in cea mai
mare parte In stare conjugati. Prin hidrogenare totala se obtine perhidrolicopina
cu formula moleculard C +«oHg, care, conform raportului dintre numarul de atomi
de carbon si numarul de atomi de hidrogen, duce la concluzia ci aceasta este 0
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hidrocarburd aciclica de tip parafini. De altfel, perhidrolicopina a fost sintetizata
din dihidrofitol prin tratarea acestuia cu PBr, urmata de reactia Wiirtz:

PB
C,H,,CH,0H + H, ——> C ;H,CH,0H ——=— C H, CH,Br

197737 197739
Fitol Dihidrofitol Bromuri de dihidrofitil

C,H,,CH,Br + 2Na + BrCH,C H,, - C,H,, + 2NaBr

197739 197739

Prin urmare, molecula licopinei este alcatuita din doua fragmente identice,
simetrice; fiecare astfe] de jumaitate este formatd din patru resturi izoprenice
legate cap la coads; prin urmare, in mijlocul moleculei se inverseazi modul de
legare al resturilor izoprenoidice - principiu constructiv larg raspandit la
carotenoide si bine explicat astazi prin schema biosintezei acestor compusi.

Prin ozonoliza menajati a licopinei rezultd doi moli de acetond per mol de
licopind, ceea ce indica prezenta a doud grupiri marginale Me,C =. .
Totodata, se obtine acid succinic, ceea ce indicd prezenta fragmentului
=CH-CH,-CH,-CH= .

Oxidarea licopinei cu acid cromic duce la licopinal si metilheptenond, ultimul
compus fiind recunoscut drept produs de oxidare al terpenoidelor aciclice. Prin
oxidare mai avansati a licopinalului rezulta bixin-aldehida:

Licopind
L CrO3
=z ﬁ _ |
OHE N\ LA A S S
Metilheptenonj l Licopinal
N CHO ;
OHC e YW NN (l)l p . Metilheptenond

Bixin-dialdehidi
Carotenul are ‘aceeasi formuld moleculard ca licopina C,H,,. Prin
hidrogenare rezulti perhidrocarotenul cu formula C, H. .. Diferenta de patru atomi
de hidrogen, fati de hidrocarbura aciclici corespunzitoare poate fi explicati
prin existenta a doud cicluri in molecula carotenului.

AQALALALAARAAANNNN

B - Caroten
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Oxidarea cu ozon a 3-carotenului a dus la acid geronic, doud molecule per
moleculd de f3-caroten:

B-Caroten

[ %
e
0=
. . COOH
Acid geronic écio HOOC Acid geronic

Acidul geronic a fost obtinut, de asemenea, prin oxidarea -iononei:

N CCOOH COoH
COOH

B-lononi Acid geromo Acid o, o-dimetiladipic

Oxidarea B-carotenului cu permanganat in solutie alcalina duce la scindarea
cantitativd a moleculei f-carotenului In patru molecule de acid acetic. Acidul
acetic se formeazi prin oxidarea gruparii = CH-C =

CH,
Prin urmare, molecula f-carotenului contmc patm astfel de grupén:
I' - "'1 I" - _1 -0 s

i v
CHy  CH3 CH3 CHs
COOH COOH COOH €O0OH
Prin oxidarea carotenoizilor cu permanganat de potasiu sau cu acid cromic

s-au putut obtine, si caracteriza, fragmente mai mari din molecula acestora.
Metoda a permis totodata intertransformarea diferitilor caroteni si stabilirea unor
relatii structurale ale acestora. Si In cadrul carotenoizilor s-a adeverit concluzia
- izvorata din studiul difenilpolienelor - ¢ numarul de legituri duble influenteaza
culoarea. Tabelul 1.16, care rezumd o comparatie intre caroten si licopina,
ilustreaza aceasta.

Tabelul 1.16.
Comparatie intre licopind si caroten

Caracteristica Caroten Licopini
Formula oHse
Legituri duble 1" 13
Maxim de absorbtie 483 nm 506 nm
Culoarea rosu-orani Tosu-intens
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CAPITOLUL 2
MOLECULE MONOMERE

Molesulele monomere sunt unititi structurale care formeaza, prin condensare
sau agregare, structuri macromoleculare sau supramoleculare. Cele mai cunoscute
molecule monomere sunt:

- monozaharidele

- aminoacizii

- lipidele

- glicolipidele

- nucleotidele

2.1. HIDRATII DE CARBON (GLUCIDELE)

Hidratii de carbon sunt polihidroxi-aldehide sau polihidroxi-cetone, de
reguld, optic active. Denumirea de hidrati de carbon, sau carbohidrati, a acestor
substan{e provine din aceea ci majoritatea lor au formula generald C (H,0),,
continind deci hidrogen si oxigen in aceeasi proportie ca apa. Cu toate acestea,
au fost gdsiti un numar de compusi care sunt carbohidrati In privinta comportérii
fizico-chimice, dar nu concordi cu formula de mai sus, de ex. 2-deoxiriboza,
CH, O, sau L-fucoza, CH,,0,. Pe de alta parte, nu toti compusii cu formula
general3 CX(HZO)y sunt carbohidrati. De ex. formaldehida, CH,O, sau acidul
acetic, C,(H,0), etc.

Hidratii de carbon se impart in: A. Monozaharide. B. Oligozaharide.
C. Polizaharide. Aceastd impartire se bazeaza pe comportarea hidratilor de
carbon la hidrolizi: monozaharidele nu sunt hidrolizate, oligozaharidele dau la
hidrolizi 2-10 monoglucide per moleculd de oligozaharid, iar polizaharidele un
numar mult mai mare. Hidratii de carbon se mai numesc si glucide.

2.1.1. Monozaharidele
Denumirile monozaharidelor se termin3 In 0z3; carbohidratii continind
gruparea aldehidica sunt cunoscuti ca aldoze, iar cei cu grupare cetonica, cetoze.
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Monozaharidele se Tmpart, dupad numarul atomilor de carbon din molecula lor;
acest numir este indicat de un prefix in limba greaca: trioze (cu trei atomi de
carbon), tetroze (cu patru atomi de carbon) etc., inclusiv decoze (cu 10 atomi de
carbon). Monozaharidele sunt substanie cristalizate cu gust dulce si solubilitate
pronuntati n apa. latd citeva exemple de monozaharide, aldoze s1 cetoze:

CHO  CHO CHO CHO CH,OH  CH,0H

l | | I |
CHOH CHOH CHOH CHOH C=0 C=0

I | | | l _ |
CH,OH CHOH CHOH CHOH CHOH  HOCH

Aldo- | | l Ceto- |

wioza CHOH  CHOH  CHOH oo HCOH
Aldo- I | ‘
tetroza CH,OH CHOH HCOH
Aldo- | |
pentozi CH,OH H,COH
Aldo- Ceto-
hexozi hexozi

2.1.1.1. Reactii privind interrelatia structurald a monozaharidelor

1. Reactii de oxidare. Natura chimica a produsului format prin oxidarea
aldozei depinde de agentul de oxidare utilizat.

1.1. Oxidarea menajatd a monozaharidelor consta in oxidarea exclusiva a
gruparii aldehidice 1a grupare carboxil; rezultd in acest fel acizi aldonici. Astfel,
glucoza di acid gluconic, p. t. 131°C:

Br,/H,0
HOCH,(CHOH),CHO + [0)] ——*— HOCH,(CHOH),COOH

Glucozi Acid gluconic

Oxidarea menajatd a monozaharidelor cunoaste trei modalitati: (a) Oxidarea
chimici se realizeaza cu apa de brom sau cu o solutie alcalind de iod sau cu oxid
mercuric In prezenta carbonatului de calciu; In ultimul caz, acidul aldonic se
obtine ca sare de calciu; (b) Oxidarea electroliticd pare si fie metoda cea
mai avantajoasd; aceasta constd In electroliza unei solutii de aldozid in
prezenta bromurii de calciu si a carbonatului de calciu; (c) Oxidarea glucozei cu
glucozo-oxidazi; enzima este prezentd in: Aspergiulus niger, Penicillium
chrysogenum etc.

Denumirea acizilor aldonici se face addugand la terminatia -onic numele
aldozei parentale; de ex. acid galactonic, acid arabonic etc.
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1.2. Oxidarea energicd a aldozelor se realizeazi cu oxidanti puternici,
cum ar fi acidul azotic. %n conditii adecvate rezultd din aceastd oxidare acizi
o, w-dicarboxilici cunoscuti ca acizi zaharici sau aldarici. Denumirea acestor
acizi se face indicdnd aldoza parentald printr-un prefix, de ex. acid manozaharic
sau manaric, acid ribozaharic sau ribaric etc. De ex. glucoza di acid glucozaharic
(numit Inc3 si acid zaharic sau acid glucaric):
HOCH,(CHOH),CHO &) HOOC,(CHOH),COOH
HNO

3

Acizii aldarici formeazi usor monolactone, dar in anumite cazuri a fost
observata si formarea dilactonelor.

1.3. Reactia Malaprade. Acidul periodic sau tetraacetatul de plumb au o
actiune oxidanta selectivd asupra compusilor ce poseda doud grupari hidroxil,
sau o grupare hidroxil §i o grupare amino, atasati la atomi de carbon adiacenti;
actiunea oxidantd se concretizeazd in clivarea legiturii carbon-carbon
(reactia Malaprade).

RCHOH - CHOHR! + HIO, - RCH = O + R'CH = O + HIO, + H,0
RCHOH - CHNH,R! + HIO, - R - CH=0 + R!CH = O + HIO, + NH,

Oxidarea nu are loc daci cele doud grupiri nu se gisesc pe atomi de
carbon adiacenti.

Oxidarea cis-1,2-glicolilor are loc cu o vitezd mai mare decit oxidarea
izomerilor trans corespunzitori; aceasta denot3 formarea intermediarilor ciclici:

{a) o~ _ ACOH C-0-PblOAC), —ACOH
RE-OH Liaco) Pb RS 3~
R.C- OH = Rf—O—H

2 "'\
c=0 RL=0 (0]
Rz:\ S pbl0Ac, —> 2 + (AcOl, Pb
Rzé_ozz 2 R.C=0
o0 2 R.C=0
_ -H, RCY =
[b) RS-0 o, —P20 . "%y 104 . 2T Lo
L RcY 07 C=0
RC—OH R Ry

Faptul c3 izomerii trans sunt totusi oxidati sugereaza ci reactia decurge, in
acest caz, printr-un intermediar neciclic a acestor compusi. Acesta ar putea fi
esterul neciclic format in prima etapa.

Aceste oxidari sunt supuse impiedicarii sterice, de ex. glicolul este oxidat
mai rapid dect pinacolul (2,3-dihidroxi-2,3-dimetil-butan). S-a dedus de aici c3
etapa determinanti de vitez3 la oxidarea glicolului este scindarea complexului,
pe cdnd la oxidarea pinacolului este formarea complexului.
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Compusii carbonilici in care gruparea carbonil este situatd adiacent fatd
de o grupare hidroxil, sau fatd de o altdi grupare carbonil, sunt de
asemenea oxidati, de ex. a-hidroxi-aldehidele, oi-hidroxicetonele, 1,2-dicetonele
si o-hidroxiacizii:

RCH - CR?

| || +HIO, —RCH=O+RCOOH +HIO,
OH O

RCO - COR! + HIO, +H,0 - RCOOH + R'COOH + HIO,

Oxidarea are loc, probabil, prin intermediul formei hidratate a
grupirii carbonilice (=CH(OH),). Viteza de oxidare scade in ordinea:
1,2-glicoli > o-hidroxi-aldehide > o-hidroxi cetone > a-hidroxi-acizi.

Prin urmare, un monozaharid este clivat complet, de ex. o aldohexoza:

5 HIO
HOCH,CHOHCHOHCHOHCHOHCH =0 ——* CH,=0+5HCOOH +

+5 HIO,

In toate aceste reactii se consumi o moleculd de acid periodic pentru o
pereche de grupan hidroxil (sau grupéri oxo). Deci, prin determinarea acidului
periodic consumat, sau a numarului de molecule de acid formic si formaldehida
care au luat nastere, se poate calcula numarul de grupar hidroxil aldturate din
molecula studiata.

2. Reactii de reducere ale monozaharidelor. Intocmai ca 1n cazul oxidarii,
produsul de reducere depinde de natura reactivului.

2.1. O serie de reactivi ca: amalgamul de sodiu, borohidrura de sodiu,
hidrogenarea cataliticd la presiune inaltd in prezenta nichelului, duc la poliolii
corespunzatori. De ex. glucoza este transformata in sorbitol:

HOCH,(CHOH),cH = 0 -, pocH,(cHom),cH,0H

Reducerea electroliticd a aldozelor are acelasi rezultat.

2.2. Reducerea glucozei cu acid iodhidric concentrat si fosfor rosu la 100°C
este o reducere energicd. Produsul de reactie este in prima fazi 2-iod-hexanul;
incilzirea prelungitd produce in final n-hexan.

3. Reactiile aldozelor §i cetozelor cu fenilhidrazina. E. Fischer a
ardtat ca atdt aldozele, cit si cetozele reactioneazd cu fenilhidrazina
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in exces pentru a forma osazone. Reactiile succesive sunt
urmitoarele:

CHO CH = N-NHC H, [ cH- N-NHCGH:
(|:HOH+ H,N-NH-C H, C|HOH + H,N-NHC H, (l:=o

(éHOH)J -H,0 ,((|IHOH)3 -C,HNH, ((IJHOH)3

!CHZOH (IJHZOH - NH, (liHZOH
Aldohexozi Fenilhidrazond - -

CH = N-NHCH,

l
C = N-NHC H,

|
-H,0 (CHOH),
|
CH,0H

Osazoni

+ H,N-NH-C H,

Reactia globald este urmatoarea:

CH,0H CH = N-NHCH,
c| =0 + 3H,N-NHC H, cl = N-NHC_H,
(éHOH), -CHNH, ~ ((’ZHOH)3
(IIHZOH - NH, ('ZHZOH
Osazoni

(In reactiile de mai sus s-a reprezentat, in mod tacit, gruparea ceto in
pozitia 2; vezi dovada la structura fructozei).

Osazonele sunt compusi solizi, cristalizati, de culoare galben utilizati pentru
a caracteriza monoglucidele. Astfel, monoglucidele care produc aceeasi osazona
au identicd configuratia tuturor atomilor de carbon asimetrici, cu exceptia
atomului de carbon unu sau doi; diferenta poate fi de configuratie sau de grupare
functionall (aldehidici sau cetonici).

4. Metode de alungire a catenei glucidelor. O aldoza poate fi convertita in
aldoza ei superioard, de ex. o aldopentozi in aldohexozi, prin reactia Kiliani.
Metoda const3 in tratarea aldozei cu acid cianhidric; rezultid doui cianhidrine
diastereoizomere care prin hidrolizd dau doi acizi diastereoizomeri (sub forma
de lactone). Dupa separarea lactonelor acestea sunt reduse cu borohidrurd de
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sodiu sau hidrura de litiu si aluminiu la aldozele corespunzatoare; rezultd dous
aldoze epimere: prin tratare cu fenilhidrazind in exces, cele doud aldoze dau
aceeasi osazona. Prin reactia Kiliani s-au obtinut aldononoze, si chiar aldodecoze,
pomind de la aldotrioze. De ex. pornind de la D(+)-gliceraldehidd se obtin

D-eritroza si D-treoza:
CH=0 CN

HCOH +HCN HCOH +
| — |

CH,OH HCOH

|
D(+) -
Glicerinaldehida CH,OH

I+H;)
- NH,
COOH

|
HCOH

|
HCOH

|
CH,0H
l
C=0
|
HCOH

|
HCOH

I
CH,

L,

CHO

0]

|
HCOH

|
HCOH

|
CH,OH
D(-)-Eritroza
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CN

I
HOCH
|
|
HCOH
I
CH,OH

+H,0
NH,
COOH

I
HOCH

I
HCOH

|
CH,0H
Lo
C=0
|
HOCH

|
HCOH

|
CH,—

5,

CHO

|
HOCH
|
HCOH

|
CH,0H
D(-)-Treozi



Metode de scurtare a catenei glucidelor. Existd numeroase metode de
transformare a unui glucid in glucidul inferior. Toate aceste metode pormesc de
la aldozd si deci, pentru a le aplica la cetoze, acestea trebuiesc mai Intdi
transformate 1n aldoza cu acelasi numar de atomi de carbon (vezi mai jos).

Metoda Wohl (modificatd de Zemplen) Incepe cu prepararea oximei aldozei.
Aceasta, prin tratare cu anhidrida acetica, este acetilata, iar gruparea oxima este
transformatéd In grupare nitril. Metoxidul de sodiu provoaci, concomitent cu
deacetilarea, eliminarea acidului cianhidric ducand la aldoza inferioara. De ex.
de la D-riboza se obtine D-eritroza:

CHO CH=NOH CN
l | |
HCOH +NH,0H HCOH Ac,0 HCOAc CH,0Na CHO
| — | | ?
HCOH -H,0 HCOH HCOAc - HCN HCOHR
| | | - AcOH ]
HCOH HCOH HCOAc HC|0H
| | |
CH,0H CH,0H CH,OAc CH,OH
D() - Riboza D(-) - Eritroza

Metoda Ruff (modificatd de Berezovski): aldoza este oxidati cu apa de
brom la acidul aldonic corespunzitor. Acesta, sub forma de sare de calciu, este
oxidat cu peroxid de hidrogen in prezentd de sulfat feric pentru a da aldoza
contindnd un atom de carbon mai putin; din hexoze se obtin pentoze:

CHO COOH

| ] CHO

CHOH Br/HO CHOH H,0,/Fe, (SO), |

| — —> (CHOH), + CO,
(CHOH), (CHOH), |

| | CH,OH

CH,0H CH,0H

Metoda Weerman. In cadrul acestei metode aldoza, sub formi de o-hidroxi-
amida, este supusd degradarii Hofmann ducind,in cond1t11 adecvate,la aldoza
mfenoara de la hexoze se obtin pentoze:

CONH, NCO

| | CHO

CHOH NaOH/NaOCl |CHOH | NaOH + NaNCO
| == NaOH, I

R R
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2.1.1.2. Structura glucozei

Elucidarea structurii glucozei vizeaza trei aspecte:

A. Formula moleculara a glucozei.

B. Configuratia atomilor de carbon asimetrici.

C. Structura ciclica.

Cum este si firesc, elucidarea structurii glucozei se face in corelatie, pe de
o parte, cu alti compusi organici, si, pe de altd parte, cu termenii inferiori si
superiori ai seriei glucidelor.

A. Formula moleculard a glucozei, CH ,0,, a rezultat din urmitoarele
rezultate experimentale:

(1) Analiza si determinarile de masa moleculara arati cd formula moleculara
a glucozei (si a izomerilor ei aldohexoze) este C.H,O,.

(i1) Cand este tratatd cu anhidrida acetic3, glucoza formeaza un pentaacetat.
Acesta indic3 prezenta a cinci grupan hidroxil.

(iii) Glucoza formeazi o oxima cénd este tratatd cu hidroxilamind, prin
urmare conting o grupare carbonil.

(iv) Cand glucoza este oxidata cu apa de brom, rezulta un pentahidroxiacid,
acidul gluconic, cu formula C.H,,0,. Aceasta indicd faptul cd gruparea
carbonilicd este prezentd ca grupare aldehidica.

(v) Cénd este redusi cu acid iodhidric concentrat si fosfor rosu la 100°C,
glucoza da un amestec de 2-iod-hexan si n-hexan. Rezultd de aici ci cei sase
atomi de carbon ai glucozei se gasesc intr-o catend liniard. Aceastd concluzie se
sprijind si pe reactia de alungire a catenei prin reactia Kiliani (vezi acolo) §i
reducénd produsul, un polihidroxiacid, cu acid iodhidric; rezult acid n-heptanoic.
Reactiile de mai sus arata ca structura glucozei si a aldozelor izomere este:

HOCH,CHOHCHOHCHOHCHOHCHO

Aceasta contine patru atomi de carbon asimetrici si prin urmare pot exista
16 forme optic active. Toate sunt cunoscute si corespund formelor D- si L- ale
glucozei, manozei, galactozei, allozei, altrozei, gulozei, idozei si talozei (vez
mai departe punctul B).

B. Configuratia atomilor de carbon asimetrici. Glucoza naturali este
dextrogird, de unde §i numele ei de dextrozi.

(@) Prin reactii repetate de scurtare a catenei glucozei rezulti la un moment
dat o aldotriozi care este D(+)-gliceraldehida. Prin urmare configuratia atomului
de carbon asimetric al glucozei cel mai departat de gruparea carbonil este identica
cu configuratia atomului de carbon asimetric din D(+)-glicerinaldehidi (vezi
Izomeria optic#). Deci glucoza naturald apartine seriei sterice D, este
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D(+)-glucoza. in reprezentarea plani gruparea hidroxil a atomului de carbon
mai sus-mentionat este plasata in dreapta catenei hidrocarbonate cand aceasta
este scrisd vertical, cu gruparea carbonil in sus:

CH=0
¢HoH
CHom
CHoH

HEOR
éHgni

(b) Scurtand catena glucozei pana la aldotetroza se constatd ca aceasta are
urmitoarele proprietati: prin reducere rezultd un tetritol lipsit de activitate
optic3; prin oxidare cu acid azotic rezult3 un acid zaharic deasemenea lipsit de
activitate optica:

CHZOH CH=0 COOH

| | |
HCOH +H HCOH HCOH

| — | — |
HCOH HCOH HCOH

| | |

CH,OH CH,OH COOH

Tetritol Aldotetrozi Acid zaharic

(D(-)-Eritrozi)

Aceste rezultate se pot explica dacd admitem c@ atomul de carbon patru al
D(+)-glucozei are aceeasi configuratie ca atomul de carbon cinci, prin urmare
este plasat de aceeasi parte in reprezentarea plana:

CHO

CllHOH

(lJHOH
HéOH
H(|JOH

l
CH,0H
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O alta concluzie In aceast3 etapi este ca tetroza in cauzi este D-eritroza.

"(c) Aldopentoza obtinuta din D(+)-glucoza prin scurtarea catenei da prin
reducere un pentitol optic activ. Acidul zaharic obtinut prin oxidarea energica
este deasemenea optic activ:

CH,0H CH=0 COOH
HOéH JtH, HOéH HOCH
(HCOH) (HCOH) (H|COH)2

C}IOH CH(ﬂi COOH

Pentitol Aldopentozd Acid zaharic

(D(-)-Arabinozi)

Acest rezultat se poate explica admitdnd cd configuratia atomului de
carbon asimetric C-3 al D(+)-glucozei are configuratia L(-)-gliceraldehidei. Prin
urmare, In reprezentarea pland gruparea hidroxil a acestui atom de carbon se
gaseste de partea opusd grupdrilor hidroxil de la carbonii patru si cinci ai
D(+)-glucozei:

CHO

\
CHOH

|
HoCH
l
HCOH

l
HCOH

|
CH,OH

Aldopentoza este D-arabinoza.

(d) Hexitolul (D-sorbitol) rezultat prin reducerea D(+)-glucozei este optic
activ; acidul zaharic rezultat prin oxidarea D(+)-glucozei cu acid azotic este
deasemenea optic activ. In contextul configuratiilor atomilor de carbon trei,
patru gi cinci ai glucozei acest rezultat nu mai depinde de configuratia atomului
doi. Prin urmare fie c& atomul de carbon asimetric doi al D(+)-glucozei ar
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avea configuratia D(+)-gliceraldehidei fie ca ar avea configuratia
L(-)-gliceraldehidei asimetria hexitolului si respectiv a acidului zaharic este
evidentd. (Atomul de carbon asimetric doi are configuratia L(-)-gliceraldehidei
in manoza, vezi mai jos).

Configuratia atomului de carbon doi a D(+)-glucozei a fost stabilitd in
felul urmator. Reducerea glucozei, cu hidrogen in prezentd de nichel, duce la
hexitolul corespunzitor (D-sorbitol). Acesta, prin reactie cu acetona in mediu
acid, da 1,2-5,6-diizopropiliden hexitol; oxidarea ultimului compus cu periodat
de sodiu, urmati de Indepirtarea gruparilor protectoare prin hidroliza acida,
duce la un produs optic inactiv. Reactiile sunt urmétoarele:

CHO CHoH  _ CHy CHO, -~ CHy

HC OH HCOH CH, HCO™ "™ CHy
HOTH: y, HOCH Hoc:

HCOH ™ HCOH cn. T HCOH

HCOH HCOH g 3 HC O, ~CHy

| | :

CHOH CHOH  CHy CHO~ > CHy

D(+) - Glucoza D(-) - Sorbitol 1,2 - 5,6 - Diizopropiliden

sorhitol

CHO
CHZO CH |
N A C HO
NalQy HICO/C\CH3 . HCO\C Ve Hy +R,
~ C
T o 3 H,C07 ™ CH, H3\c—o
- C-
L-' 2.3. - Izopropiliden D- 2,3 - Izopropiliden CH3
glicerinaldehidd glicerinaldehidi
CHO CHO
|
HOCH HOéH
| |
CH,O0H CH,OH
L(-) - Glicerinaldehida D(+) - Glicerinaldehida

Lipsa de activitate optic a produsului final denot3 c3 atomul de carbon doi
al D(+)-glucozei are configuratia D(+)-gliceraldehidei. Prin urmare, in
Ieprezentarea plani, gruparea hidroxil se va gasi in partea dreaptd a catenei
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hidrocarbonate. Din glucozi rezultd, in aceste conditii, un mol de
D(+)-gliceraldehida si un mol de L(-)-gliceraldehida n raport molar 1:1, deci
un racemic.

Daci admitem c3 atomul de carbon asimetric doi are configuratia
L(-)-gliceraldehidei, cum este cazul D(+)-manozei (un glucid epimer al glucozei)
rezultd, conform reactiilor de mai sus, un produs optic activ:

Aceasta deoarece rezultd in final doi moli de D(+)-gliceraldehida.

GHo HO-?HZ CH N c A
HOCH HOCH 3 P :
2 0=cC HyC 09” . Nalo,
HOCH +Hy HOCH ™~ CH HOCH
—_— _—_
HoOH HfOH & on 2-HIDROLIZA
HCOH HCOH" HCO CH
Y on : Lot
H2C CH20H HZCO/ CH3
D (+) - Manozi D(-) - Manitol 1,2-5,6 - Diizopropiliden
manitol
CHO
|
2 HCOH
|
CH,0H

D(+) - Glicerinaldehidi

Utilizarea unui sistem de reactii chimice - cum ar fi alungirea catenei,
scurtarea catenei, reactiile de oxidare etc. - au dus la stabilirea unor interrelatii
structurale dintre glucidele configurational inrudite (Fig. 2.1.).

2.1.1.3. Structura fructozei

Gruparea carbonilicd a fructozei nu prezinta caracter reducitor, prin urmare

este o grupare ceto. Existd mai multe argumente care sustin plasarea grupirii
ceto la atomul de carbon C-2 al fructozei.

(1) Obtinerea de la fructoza a acidului 2-metil hexanoic.
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HCOH
|
H,COH
D(+)Gliceraldehidi

CH=0 CH=0

| I
HCOH . HOCH

I I

HCOH HCOH

IQAOH IQAOH

D (-) Eritrozi D (-) - Treozd

z///A\\\i
CH=%///\éh=O CH=0 CH=0

HéOH HOEH HAOH HoéH
HéOH HAOH HOéH HoéH
HAOH HAOH HAOH HCOH
IQAOH ILAOH }gAOH }géOH
D(-) - Riboza D(-) - Arabinozi  D(+) - Xilozi D(-) - Lixozi

A NVANANYA

CH=0 CH=0 CH=0 CH=0 CH=O0 CH=0 CH=0 CH=0
| I | I I I | |
HCOH HOCH  HCOH HOCH HCOH HOCH HCOH HOCH
I I | I I l

HCOH HCOH HOCH HOCH HCOH HCOHHOCH HOCH

I | I I | I l
HCOH HCOH HCOH HCOH HOCH HOCH HOCH HOCH

| I I I | I
HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH HCOH

| | | | | |
H,COH H,COH H,COH H,COH H,COH H,COH H,COH H,COH

D(+)-A- D(+)- D(M*)- DM#- D - DHF- D) DM
lozi Altrozi Glucozi Manozi  Gulozi Idozd Galactozi Talozi

Fig. 2.1. Relatii stereochimice intre monozaharidele din seria D.
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CH,0H CH,OH CH,
C=0 1.HCN ;_\HO-(IZ-COOH HI, P rosu H(Ij-COOH
((‘jHOH)3 2. Hidroliza ((|:H0H)3 ((IZHZ)3
ClHZOH C‘JHZOH (|3H3
D-Fructozd Acid 2-metilhexanoic

(ii) D-Fructoza di o osazoni identica cu D-glucoza; in formarea osazonei
sunt implicati atomii de carbon unu si doi, prin urmare restul moleculei este
identic cu cel al D-glucozei:

(iii) Transpozitia de Bruyn-van Eckenstein. Monozaharidele, In prezenta

CH,OH CH = N-NHCH,
| |
C=0 + 3H,N-NHC H; C = N-NHC.H;
| — |
HOCH - NH, HOCH
N - H,N-C H, I
HCOH HCOH
| |
HCOH HCOH
| |
H,COH CH,OH
D-Fructozid Osazond

bazelor slabe (apa de var, Py), se transforma Tn epimerii lor. Astfel D-glucoza,
in prezenta unei solutii de Ca(OH),yse transforma intr-un amestec de:

D-Glucoza + D-Manoza + D-Fructoza
63,5% 2,5% 31%
Restul de 3% sunt produsi colorati cu structurd nedefinita.

2.1.1.4. Structura ciclicd a monozaharidelor

Gruparea carbonil din aldoze si cetoze nu se giseste in stare liberd ci
formeaza, cu o grupare hidroxil din aceeasi moleculd, un semiacetal ciclic (laciol).
Acest semiacetal ciclic ia nastere printr-o adifie intramolecular3 iar in structura
astfel obtinuti gruparea carbonil devine grupare hidroxil. Intrucat aceasta grupare
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hidroxil nou formata are proprietati deosebite de ale celorlalti hidroxili aceasta
se numeste hidroxil glicozidic.

—_—
CH=0 CHOH CH,OH CH,0H
| | | |
HCOH HCOH C=0 HOC ]
I e e IO o
HOCH HOCH HOCH HOCH
I . l |
HCOH HCOH HCOH HCOH
| I | l
HCOH HC HCOH HCOH
| | ! |
CH,0H CH,0H CH,OH H,C ——
D-Glucozi D-Glucozi D-Fructozi D-Fructozi
(Forma carbonilici, (Forma ciclici, (Forma carbonilici, (Forma ciclici,
deschisi) semiacetalicd) deschisi) semiacetalici)

Urmdtoarele argumente au impus formularea ciclicad a monoglucidelor.

1. Gruparea carbonil prezintd numai unele dintre reaciile caracteristice
(formarea de oxime si hidrazone, reactia cu mercaptanii, R-SH) iar pe altele nu
(reactia cu fucsind-bioxid de sulf). Daci ciclizarea este impiedicati prin blocarea
gruparilor hidroxjlice obisnuite. gruparea. aldehidici di reactie pozitivd cu
pararozanilina si bioxid de sulf:

CHOH
| CH=0 HC <§g HC Sgt CH=0
HCOH | | | SEt |
l HCOH HCOH HCOAc HCOAc
O |
HOCH HOCH +2Et-SH gy \  HgCl |
| -SHHOCH Ac,0 AcOCH ——25AcOCH
HCOH O | — | |
| < HCOH HCOH HCOAc HCOAc
| — HCOH HCOH HCOAc HCOAc
“H,0H ClH OH | | |
D-Glucozi 2 H,COH H,COAc H,COAc
Mercaptal 2,3,4,5,g_-g]eun‘;tg;;etll-al-

2. Mutarotafia §i izomeria o = B (anomeria) monozaharidelor.
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S-a observat ci fiecare dintre cei 16 izomeri optici ai aldohexozelor poate
exista in doud forme nestabile si intertransformabile numite formele o si f.
Aparitia acestor izomeri suplimentari numiti anomeri se explicd prin existenta
formelor ciclice.

Formele anomere o, B au fost descoperite datoritd fenomenului numit
mutarotatie. Astfel rotatia specifici [ oz]D a glucozel cristalizate imediat dupd
dizolvare in apd este +111°. In timp rotatia scade pana la valoarea +52,5°, unde
riméne constanti. Glucoza recristalizati din acid acetic sau Py ds, 1med1at dupa
dizolvare In apa, o rotatie specific [or] | egald cu +18,7°; aceastd solutie prezintd
deasemenea mutarotatie: in citeva ore ajunge la valoarea +52,5°. Glucoza
cristalizata din apa ([o], =+111") este forma ot iar glucoza cristalizata din acid
acetic sau Py ([o], = +18,7") este forma . Cele doua forme sunt interconvertibile,
prin intermediul structurii deschise, astfel cd solutia cu rotatia specifica
intermediara (o), = +52,5° este un amestec al celor doua forme o 5i 3.

] |
HCOH CH=0 HO-C-H
| | | l
HCOH HCOH HCOH
| | |
HOCH N HOCH HOCH
| “« | |
HCOH HCOH HCOH
| | |
HC - HCOH HC ——
| | |
H,COH H,COH H,COH
o-D-Glucoza (Forn?a-qa}g:}?iz;icﬁ) B-D-Glucozd

Detectarea anomerizani prin mutarotatie la dizolvare a fost realizati la toate
monozaharidele si la oligozaharidele cu grupare aldehidica libera.

Configuratia o sau f3 a gruparii OH a anomerilor se determini cel mai bine
prin difractie cu raze X dar si prin spectroscopia RMN.,

Formule perspectivice (Haworth). Formulele precedente ale
monozaharidelor se numesc formule de proiectie si ele au fost introduse de
citre E. Fischer. Interrelatia dintre formulele plane si modelele sterice a fost
prezentatd in Cap. Stereochimie, conform regulilor propuse de citre E.
Fischer.Simpla observatie ci In molecula ciclicd a glucidelor nu existi o legaturd
mult mai lungd decét celelalte, cum sugereazi formulele ciclice Fischer, a
determinat introducerea formulelor perspectivice (Haworth). In aceste formule
inelul piranozic sau furanozic este imaginat perpendicular pe planul hirtiei cu
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heteroatomul in partea de jos (de regula, legaturile mai apropiate de observator
sunt trasate ingrosat):
C) OO
Inel piranozic Inel furanozic
fn aceste conditii substituentii care apar in partea dreapt3 in formulele de

proiectie apar dedesubtul planului in formulele perspectivice, iar substituentii
aflati In partea stanga n cele dintai apar deasupra in formulele perspectivice:

CH.ZOH C H20H
0 Q OH
OH OH
HO OH HO
OH OH
o-D-Glucopiranozi B-D-Glucopiranozi
lC H'ZOH li{,? OH
HEOH, ¢ HCOH, 0, oH
oH 3 OH
OH
OH OH
o-D-Glucofuranozi B-D-Glucofuranozi

Determinarea naturii piranozice sau furanozice a inelului monozaharidelor.
In constitutia monoglucidelor pot exista cicluri de sase atomi numite piranoze
(pentru ci derivi de la piran) si cicluri de cinci atomi numite firanoze (derivate
de Ia furan). Monozaharidele libere sunt stabile in formele piranozice dar in
forma combinat3 unele monozaharide, in special ceto-hexozele, existd ca inele
furanozice.

Se admite ci aldohexozele si aldopentozele exista in solutie in cinci forme
interconvertibile, dar in concentratie mult diferitd. De ex. D-galactoza:

0-D-Galactopiranozi B-D-Galactopiranozi

\‘ Aldehido-D-Galactoza
LN
// \\4
0-D-Galactofuranozi B-D-Galactofuranozi

Structura piranozici sau furanozic3 a inelului monoglucidic a fost elucidata
cu ajutorul derivatilor in care grupirile hidroxil cu reactivitate normald sunt
metilate. Pentru aceasta monozaharidul se metileaza exhaustiv, cel mai bine cu
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DMSO-hidruri de sodiu si iodura de metil (S. Hakomori, 1964), dupi care, prin
hidroliza acid3 este cliberat numai hidroxilul glicozidic:

I~ | ]
CHOH CHOMe CHOH
| | I
HCOH g HCOMe HCOMe
| | |
HOCH DMSO-NaH MeOCH o 180, MeOCH o
| —_— — |
HCOH Mel HCOMe dil. HCOMe
I l |
HC HC—— | HC
| | |
CH,0H H,COMe CH,OMe
D-Glucopiranozi Pentametil-D-glucopiranozid 2,3,4,6-Tetrametil-glucozi

Natura, piranozica sau furanozica, a inelului se poate determina din acest
punct pe doui céi:

(1) O metoda cineticd bazata pe faptul cad d-lactonele (ce iau nastere din
inelul piranozic) se hidrolizeaza in apa mult mai rapid decat y-lactonele (ce iau
nastere din ciclul furanozic): —
COOH C=0

Br,/ HO | . |
2,3,4,6-Tetrametil D-glucozd —2_2 ., HCOMe —tL) HCOMe

l !
MeOCH MeOCH O

| l
HCOMe HCOMe
| |
HCOH HC ——
l |
H,COMe CH,OMe
Acid 2,3,4,6-Tetrametil D-gluconic 8-Lactoni
—
CHOMe| HOH COOH
H,SO,
HJ:OMe O M HéOMe Br,/H,0 HéOMe t'C Hé Me

dil 0]

MeOéH ' MeOéH MeO(JJH MeO H_J

O HE— nbon  nb

|
HAOMe H(!OMe HCOMe HéOMe
| |
HzéOMe HZCIOMe H,COMe §H ,COMe
Pentametil-D- Acid 2,3,5,6-Tetrametil- Acid 2 3,5,6 -Tetrametil y.Lactona
glucofuranozi D-glucofuranozi D-gluconic
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d-Lactonele se hidrolizeaza, eliberand gruparea carboxil, prin simpla punere
in contact cu apa in timp ce ¥-lactonele se hidrolizeaza mult mai Incet.
(i1) A doua metoda se bazeaza pe identificarea produsilor de oxidare: ciclul

piranozic da acid trimetoxiglutaric iar ciclul furanozic da acid dimetiltartric:
—

CHOH COOH
| |
HCOMe 0 HCOMe COOH
| | |
MeOCH Br,/ H O MeOCH
¢ | y 2ty € l HNO, HCIOMC
H ‘
C|0 e H(|ZOMe MeOCH
HC—— HCOH |
| | HCOMe
CH,OMe H,COMe |
COOH
Acid trimetoxiglutaric (acid
trimetilxilozaharic)
—_—
(IZHOH COOH
|
HCOMe 0 HCOMe COOH
| . | l
MeOCH Br,/ H O MeOCH
. | et Rilieis N | HNO, HC|OMe
C
| H?OH MeOCH
HCOMe HCOMe I
| I COOH
CH,OMe H,COMe Acid dimetiltartric

Prin metoda (ii) s-a stabilit c@ ceto-hexozele formeaza in combinatii ciclu
furanozic.

Izomeria o, 3 (anomeria) glicozidelor. Hidroxilul glicozidic este mult mai
reactiv decat celelalte grupiri hidroxilice ale moleculei. De ex. se metileaz3
foarte usor, prin incilzire cu metanol/HCI, dand nastere la metil-glicozide, care
sunt combinatii cristalizate. Dovada ca hidroxilul glicozidic este cel care s-a
eterificat rezult3 din faptul ci metil-glicozidele nu mai dau nici una dintre reactiile
caracteristice grupirii carbonilice. Totodatd metil-glicozidele nu prezintd
fenomenul de mutarotatie.

Dintre cele doud metil-glicozide ale D-glucozei, metil-glicozidul cu rotatie
specifici mare este o-D-metil-glucozid iar izomerul cu rotatie opticd mica este
B-D-metil-glucozid.
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S-au gasit enzime care hidrolizeazi, in mod specific, una dintre cele doua
metil-glicozide. Astfel maltaza (care este o a-glucozidaza) hidrolizeaza numai
o-D-metilglucozidul in timp ce B-glucozidaza hidrolizeazd numai
B-D-metilglucozidul. Utilizarea enzimelor pentru identificarea configuratiei
legaturii glicozidice constituie o metoda sensibila si usor accesibila. Concomitent
se utilizeaza difractia cu raze X, spectroscopia RMN, cinetica hidrolizei, oxidarea
cu anhidrid cromica.

O altd metodd oxidativd de identificare a cilcului monozaharidic rezulta

din oxidarea cu acid periodic a metil-glicozidelor. Se stie ca prin determinarea
acidului periodic consumat precum si a acidului formic si a gruparilor aldehidice
formate poate fi cunoscut numarul de grupari hidroxil adiacente dintr-un compus
chimic. Rezultd de aici tipul de ciclu monozaharidic si configuratia atomului de
carbon metil-glicozidic. Astfel, la oxidarea metil-a-D-glucopiranozidului
(D) cu acid periodic se consuma doua molecule de acid periodic per molecula de
o-D-glucopiranozid si rezultd o moleculd de acid formic. (Trebuie notat ci
desi acidul periodic degradeazi complet glucidul liber, legitura etericid din
glicozizi este rezistentd fatid de acest reactiv). Un alt produs de oxidare al
metil-o-D-glucopiranozidului este D’-metoxi-D-hidroximetildiglicolaldehidi
(IT), 1ar aceasta, prin oxidare cu ap3 de brom in prezenta carbonatului de strontin
duce la starea cristalina (IIT). Compusul II1, prin hidrolizi cu acid sulfuric urmati
de o nous oxidare cu api de brom, da acid oxalic (IV) si acid D(-)-gliceric (V).
Obtinerea compusilor II, III, IV si V arati ci inelul din compusul I este
d-; acest rezultat se bazeazi si pe faptul ci numai un atom de carbon se elimini
ca acid formic si cd numai doua molecule de acid periodic se consuma:

HCOCH HCOCH COOH
7 papey N
| | HCOCH, |
HCOH CHO | ‘ COOH
—| — ' 2HI0 BryH,0 ,OC0 | ®HSO, v
HOCH © —HCOOH O ——§r 0O— 5 4
—_—t— SrCO, (1)Br/HO COOH
HCOH CHO 0-COo |
l | | HCOH
HC—— HC— HC—— |
| 1 | CH,OH
CH,0H CH,0H CH,0H
@ (I (111) W)

Acest rezultat a fost regisit si pentru alte metil-oi-hexapiranozide, precum
s1 faptul cd toate au aceeasi configuratie la C-1.
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Similar, toate metil-3-hexapiranozidele dau, prin oxidare cu acid periodic,
un stereoizomer al lui II, adicd L."-metoxi-D-hidroximetildiglicolaldehida.

Metil-aldopentapiranozidele dau, respectiv, produsi identici celor obtinuti
din metil-aldohexapiranozide. De ex. metil-o-D-arabinopiranozidul VII da
D’-metoxidiglicolaldehida (VII):

-
HCOCH, HCOCH,
| |
HCOH , CHO
— 2HIO, HCOOH + 0
HOCH 9
J— ..l_ J—
HCOH CIHO
l
CH, CHz
(VID) (VII)

Deoarece toate metil-o-D-aldopiranozidele dau aceeasi diglicolaldehida
rezultd cd ele au aceeasi configuratie la C-1.

Dacad metil-hexafuranozidele sunt oxidate cu acid periodic, se
consumd doud molecule de acid si rezultd o moleculd de formaldehida.
Acest rezultat indicd prezenta unui ciclu de cinci atomi; de ex.
metil-o-D-glucofuranozidul:

—

I
HCOCH, HCOCH,
| |
HCOH
iani 2HIO, CHO o
HOCH 0—— CH
,l. l ]
HC _
| Hcl
HCOH
4+ CHO + CH, =0
CHOH

La oxidarea metil-a-D-arabinofuranozidului (IX) se consumi o moleculd
de acid periodic sinu se elimina nici un atom de carbon (ca formaldehidi sau ca
acid formic); prin urmare inelul este de cinci atomi. Totodat3, se obtine aceeasi
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dialdehidi (II) ca cea obtinutd din metil-o-D-glucopiranozid (I); prin urmare
configuratia lui C-1 este aceeasi in I si IX:

HCOCH, HCOCH,
|
| HIO

HOCH o IO, CHO
_—t— o
HCOH HCO
l |
HC HC ——
| l
CH,O0H CH,0H
(1X) an

2.1.2. OLIGOGLUCIDELE

Oligoglucidele sunt de doua tipuri:

- reducitoare

- nereducitoare

Cunoasterea structurii unui oligoglucid necesita:

a) Natura ozelor participante si raportul molar al acestora

b) Daci acestea se gisesc sub formi piranozica sau furanozica

¢) Grupirile hidroxilice care participd la eliminarea moleculei de apa

d) Configuratia o sau 3 a legiturii glicozidice

a) Natura chimic a monozaharidelor participante se stabileste prin analizarea
produsilor de hidrolizi. Determinarea cantitativa a acestora duce la stabilirea
raportului molar al monozaharidelor din oligozaharid

b) Forma piranozica sau furanozici se deduce deobicei prin cercetarea vitezel
cu care are loc hidroliza acida. In acelasi scop se utilizeaz3 identificarea produsilor
de oxidare precum si permetilarea-acetoliza.

c¢) Gruparile hidroxilice participante la formarea legiturii de oxigen sunt
evidente la oligoglucidele nereducatoare. La oligoglucidele reducitoare, stabilirea
grupdrilor hidroxilice participante la formarea legaturii glicozidice se face prin
analizarea produsilor de hidroliza a oligozaharidelor metilate dar mai precis se
face prin analizarea produsilor de oxidare cu acid periodic sau cu tetraacetat de
plumb, urmat de (reducere si) hidroliz3; natura chimic3 a fragmentelor identificate
ne indici pozitiile de legare.

d) Configuratia o sau P a legiturilor glucozidice se stabileste prin
determindri optice, prin metoda hidrolizei enzimatice selective cu o- i
[B-glicozidaze, prin spectroscopia RMN sau prin oxidare cu trioxid cromic.
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2.1.2.1. Identificarea pozitiei de legare din oligoglucide

Grupirile hidroxilice care participa la reactia de condensare in oligoglucide
sunt identificate prin mai multe metode:

- oxidarea cu periodat

- permetilare-acetoliza

- spectrometria de masi bazatd pe bombardarea moleculelor organice cu
atomi rapizi de xenon (fast atom bombardment mass spectrometry, FAB-MS).

2.1.2.2. Gdsirea atomului de legare al glucidului aglicon
prin oxidare cu acid periodic

Oxidarea cu acid periodic in vederea gasirii atomului de legare al glucidului
nu implicd si determinarea configuratiei legaturii glicozidice, care constituie o
etapd distinctd. Prin oxidare cu acid periodic sunt clivate toate legiturile
C-C purtitoare ale unor grupari hidroxil (si/sau carbonilice) adiacente. Oxidarea
cu acid periodic este urmati de identificarea fragmentelor carbonilice rezultate.
Reducerea acestor fragmente la polioli unmata de separarea si dozarea acestora
prin gaz-cromatografie a mirit performantele metodei. laté o ilustrare a oxidarii
cu periodat a dizaharidelor. S-au utilizat dizaharide formate numai din resturi
de D-glucozi dar metoda este la fel de performanti pe oligoglucide cu compozitie
eterogena.

(1) o, a-Trehaloza: D-Glucopiranozil ol-1o-D-gluco-
piranozil se giseste in: Secale cornutum, in coconii
gandacului Larinus maculatus, in ciuperci inferioare, in
unele ciuperci superioare, in bacterii, precum cele ale leprei,
ale tubercolozei, etc.

c H20H

Oxidarea o, o-trehalozei cu acid periodic urmati de HZOS

hidroliza f itor:
oliza decurge in felul urmitor: o o -Trehaloza

CH=0
I
o, & -Trehalozi + 4NalO,—2 O=CH-CH=0 + 2HCOOH + 2 HCOH
(1) Maltoza: D-Glucopiranozil ol1-4-D-glucopiranoza: HZéOH

§r Maltoza se obtine prin hidroliza enzimatica a

amidonului. Se gaseste in cantitati mari in germenii
o de orz Incoltit. Prin oxidarea cu periodat a maltozei
se obtin aceleasi fragmente ca din celobioza
Maltozz oY HORC (D-glucopiranozil 31-4-D-glucopiranoz):
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Maltozi + 4Nal0, —> O=CH-CH=0 + 3HCOOH + CH=0O CH=0

| |
HCOH +HCOH

| |
H,COH HCOH

l
H,COH

(ii1) Izomaltoza: D-glucopiranozil al-6-D-glucopiranoza:

Izomaltoza apare ca produs de hidrolizi a

CH,OH amilopectinei. Oxidarea cu periodat a izomaltozei
decurge in felul urmator:
Izomaltoza +5NalO, — O=CH-CH=0 +4HCOOH +
Ot CH=0
0
H.OH L
y2 ﬂfoH
Izomaltoza HZCOH

(iv) Nigeroza: D-Glucopiranozil al-3-D-glucopiranoza:

Nigeroza rezulti la hidroliza unor amilopectine; ~ CHOH
oxidarea ei cu periodat decurge astfel: 0

Nigerozi + 3NalO, — O=CH-CH=0 + 2HCOOH +

CH=0 CH=0 TCHZOH
[ | 0 .
HCOH + HOCH ' H,OH
| | :
H,COH HCOH . <
: ' Nigerozid
HCOH
|
H,COH
D-Arabinozi
(v) Soforoza: D-GLucopiranozil $1-2-D-glucopiranozi:
CHon
e o Soforoza se glseste n glicozizi, in
Cruge Stevia rebaudiana, in pistiile de Sophora
of Jjaponica. Oxidarea soforozei cu periodat duce la
.urmatoarele fragmente:
Soforoza
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O=CH O0=CH

| |
Soforoza + 3NalO, - O=CH-CH-CH=0 + 2 HCOH + O=CH+HCOOH

| |
OH H,COH

Oxidarea cu periodat se aplicd similar la oligozaharidele continind mai
multe resturi de monoglucide.

PERMETILARE-ACETOLIZA

Metoda permetilare-acetoliza se bazeaza pe labilitatea relativa a legaturii
glicozidice fatd de alte legaturi covalente din molecula oligozaharidului.

Etapele sunt urmatoarele:

1. Oligozaharidul este metilat exhaustiv (permetilat) cu un reactiv adecvat.
Pentru aceasta oligozaharidul este tratat cu un amestec de DMSO si hidrura de
sodiu iar apoi cu ioduri de metil (S. Hakomori, 1964). In aceasti etapi sunt
metilate toate gruparile hidroxil si amino libere ale oligoglucidului, si chiar
gruparea -NH- din aminoglucidele acetilate.

2. Oligoglucidul pemmetilat este hidrolizat in conditii in care grupdrile
metoXi- riman intacte; amestecul de acid acetic-anhidridd aceticd, sau si mai
bine acidul formic, s-a dovedit adecvat pentru acest scop. In aceasti
etapd legiturile glicozidice sunt eliberate, iar atomii de carbon, ai
glucidelor aglicon, implicati In legitura glicozidicd, vor avea grupiri
hidroxil libere.

3. Monoglucidele, partial metilate, rezultate prin hidrolizi, se hidrogeneaza
cu NaBH, la nivelul gruparilor carbonilice. Rezultd alditoli partial metilafi,
evitindu-se formarea glicozidelor izomere (ot si ) atéta timp cét existi grupari
hidroxil glicozidice.

4. Urmeaz3 acetilarea care consta In tratarea alditolilor partial metilati cu
un amestec de Ac,O si piridina. In felul acesta gruparile hidroxilice, rezultate
prin reducerea cu NaBH, a grupérilor carbonilice, precum si cele implicate in
legaturi glicozidice (ca aglicon), sunt acetilate.

5. Urmeazi separarea si dozarea alditol acetatilor rezultati (cel mai bine
prin gaz-cromatografie).
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Tatd cum decurg reactiile de mai sus in cazul unor mono- si oligoglucide:
(1) D-Glucoza:

OMe OMe
90 NGH
H% 0 H,0H
_DMSO Me
D-Glucoza — w7~ Me 1 OMe \ 0
(|JH20H CH,O0Ac
HCOMe HC|OMe
NaBH,  peocH AcOPY \1oodn
|
HCOMe HICOMe
I |
H(IZOH HCOAc
|
H,COMe H,COMe

2,3,4,6-Tetra-O-metil
1,5-di-O-acetil glucitol

(i) Celobioza (sau maltoza):

CHOMe  CH.OMe CHOMe CHpMe
: 0
0 OMeYHOH + f OMe)HOH
OMe HO
MeO MeO M
OMe Qe .
OMe Ore 2,3,4,6-Tetrametil glucozi 2,3,6.- Trimetil
glucozi
C|H20H CH,OH CH,0Ac CH,OAc
| | |
HCOMe HCOMe HCOMe HCOMe

| | | I
NaBH, MeOCH + Mc0CH A%YPY MeoCH + MeoCH

| | | |
HCOMe HCOH HCOMe HCOAc

| | |
H|C0H HCOH HCOAc HCOAc

: I | |
H,COMe g COMe H,COMe H,COMe

2,3,4,6-Tetra- 2,3,6-Tri-
O-metil-1,5-  O-metil-1,4,5-
di-O-acetil tri-O-acetil
glucitol glucitol
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(i) Lactoza: 1. Metilare cu DMSO, NaH si Mel

OH 2. Hidroliza cu HCOOH
HO 0 oH 3. Reducere cu NaBH,
; —>
"o ST 0 0 4. Acetilare cu Ac,0/Py
HO OH
Lactozi (GalPl-4Glc) OH ™ H
CH,OAc CH,OAc
| |
HCOMe HCOMe
| l
MeOCH + MeOCH
| |
MeOCH HCOAc
| |
HCOAc HCOAc
| |
H,COMe H,COMe
2,3,4,6-Tetra-O-metil-1,5-di-O-acetil galactitol 2,3,6-Tri-O-metil-1,4,5-

tri-O-acetil-glucitol
(2,3,4,6-tetra-O-metil-1,5-di-O-acetil galactitolul este izomer cu 2,3,4, 6-tetra-
O-metil-1,5-di-O-acetil glucitolul dar sistemele cromatografice disting intre
cei doi izomeri.)
(iv) Un fragment de amiloza:

HO 0
0 OH
HO OH 0
HO
HO 0 o 0
[ DR OH
CH,0Ac CH,OAc
1. Metilare cu DMSO, NaH si Mel | |
2. Hidroliza cu HCOOH AoMe HpoMe
3. Reducere cu NaBH, MeOCH MeOCH
' IR | + (m+1) |
4. Acetilare cu Ac,O/Py HCOMe HCOAc
| |
HCOAc HCOAc
| |
H,COMe H,COMe
23,4, 6-Tetra-O-metil-1,5-di-  2,3,6-Tri-O-metil-1,4,5,
O-acetil glucitol tri-O-acetil glucitol
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(v) Un fragment de amilopectind: (numarul m se referd numai la numérul
resturilor de glucoza din ramificatiil *

OH o ™H X
0
HO 0
o
H HO
o on |
m

Glc
CH,OAc CH,OAc CH,0Ac
: | | |
1. M'etlla?e' HCOMe HCOMe HCOMe
2. Hidroliza | | |
3. Reducere MeOCH +m MeOCH + (n+tm+1) MeOCH
: ~ | | |
4. Acetilare HCOMe HCOAc HCOAc
| | |
HCOAc HCOAc HCOAc
| | |
H2C0Me HZCOAc HZCOMe

2,3,4,6-Tetra-O-metil-

2,3-Di-O-metil-1,4,5,6-

2,3,6-Tri-O-metil-1,4,5,

tetra-O-acetil-glucitol tri-O-acetil glucitol

1,5-di-O-acetil glucitol

(vi) Gangliotetraozil-ceramidul (asialo-GMla; vezi si D. P. Iga, Silvia

Iga, ,,Methods Used for Distinguishing Between Isomeric Gangliosides*, Analele
Universitatii Bucuresti XLII, 3-11 (1993)):

Ho- PH
0, M/o
\ : 0 H
HO HOT © AcNH o o
. HO oH
HO OCER

Asialo GM1a (Galp1-3GalNAcP1-4Galp1-4Glicpl-1’Ceramid)

CH,OAc - CH,0Ac CH,OAc CH,0Ac
. | | | |
1. Metilare HCOMe  HCNMeAc  HCOMe HCOMe
2. Hidroliza | | | |
3. Reducere MeOCH AcOCH MeOCH MeOCH
—_— | | |
4., Acetilare MeOCH MeOCH AcOCH HCOAc
| | | |
HCOAc HCOAc HCOAc HCOAc
| l | |
H,COMe H,COMe H,COMe H,COMe
2,34,6-Tetra-O- 4.6 -Di-O-metil-2- 2,3 ,6-Tri-O-metil- : o
meti]-l,S?dl:O—acetil deoxi—Zl-N-:é:ﬁl.l-N- 1,4,5-T:rir-l . e 2,3,6-Tr1-0-1‘rnegl.
galactitel, metil 1,3,5-tri-O-  O_acetil galactitol 1,4,5-tri-

acetil galactitol acehlglacitol
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fn Tabelul 2.1. sunt prezentati alditolii metilati si acetilati proveniti exclusiv
din glucidul agliconai diglucidelor studiate 1a oxidarea cu acid periodic.

Tabelul 2.1.
Alditoli metilati si acetilati ai glucidului aglicon din unele dizaharide

pe bazi de glucozi.

Dizaharid Aldite! metilat si acetilat

o, o-Trehaloza 2,3,4,6-Tetra-O-metil 1,5-di-O-acetil glucitol*
Maltozi 2,3,6-Tri-O-metil 1,4,5-tri-O-acetil glucitol
Izomaltozi 2,3,4-Tri-O-metii 1,5,6-tri-O-acetil glucitol
Nigerozi 2,4,6-Tri-O-metil 1,3,5-tri-O-acetil glucitol
Soforozi 3,4,6-Tri-O-metil 1,2,5-tri-O-acetil glucitol

* Dupa cum se vede alditol acetatul metilat (doud molecule) ce rezulti din
o, o-trehaloza este identic cu cel obtinut din glucoza libera.

Se observi din Tabelul 2.1. c3 o serie de metil alditol acetati sunt izomeri:
metodele cromatografice si/sau spectrometria de masd disting intre acesti
izomeri.

2.2. AMINO-ACIZII

Amino-acizii sunt compusi organici contindnd in molecula lor gruparea
amino §i gruparea carboxil. Structura si proprietitile fizico-chimice ale
amino-acizilor a determinat clasificarea acestor compusi in doud grupuri: alifatici
$i aromatici. Primul grup cuprinde amino-acizi la care atomul de
carbon purtitor al grupirilor amino i carboxil se giseste In starea de hibridizare
sp. Prezenta in molecula acestor amino-acizi a unor radicali aromatici tip
fenil sau a unor radicali aromatici heterociclici nu afecteaza apartenenta lor la
acest grup.

Al doilea grup cuprinde amino-acizi la care atomul de carbon cu grupirile
functionale amino si carboxil se giseste in starea de hibridizare sp.?; de exemplu,
acidul p-amino-benzoic si acidul o-amino-benzoic (antranilic), ambii amino-
acizi naturali.

Amino-acizii se gisesc Tn naturd fie in stare liber, fie In stare condensati,
in cadrul structurilor polipeptidice.

Amino-acizii poseda o mare diversitate de functii biologice incepand de la
constituirea unor structuri implicate in medierea unor fenomene fizice si
fiziologice pani la rolul lor de moleculd-semnal (hormoni).
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2.2.1. Amino-acizii alifatici

Amino-acizii alifatici se impart, dupd pozitia gruparii amino fatd de gruparea
carboxil, in o-amino-acizi, 3-amino-acizi, y-amino-acizi etc.

2.2.1.1. o-Amino-acizii

Din numeroase hidrolizate proteice au fost izolati 20-22 a-amino-acizi cu
formula general3:
NH,
|
R-CH-COOH

fn afara de obtinerea lor prin izolare din surse naturale, acesti amino-acizi
au fost obtinuti prin numeroase sinteze chimice. Rolul acestor sinteze a fost, pe
de o parte, de a confirma structura chimica si, pe de altd parte, pentru a
introduce in molecula amino-acizilor izotopi radioactivi sau stabili in vederea
unor studii metabolice.

O proprietate chimica comund a o-amino-acizilor este ci prin reactie cu
acidul azotos dau o-hidroxi-acizi care prin oxidare duc la oi-ceto-acizi; In acest
stadiu, principalul centru chiral dispare. o-Ceto-acizii se decarboxileazd usor
dand combinatii aldehidice; aldehidele se oxideaza usor dand compusi carboxilici
care pot fi supusi reactiilor de degradare caracteristice. in Tabelul 2.2 sunt
prezentate structurile catenelor laterale (R) ale amino-acizilor.

Existd mai multe criterii de clasificare a o--amino-acizilor:

- criterii chimice (conform cdilor de sintezi etc.)

- criterii biochimice (dupa calea de degradare oxidativi etc.)

- criterii structurale (de ex., dupd comportarea fizico-chimici a catenei
lateraie: solubilitate, Incircare electrica, reactivitate chimica, capacitatea de a
forma legaturi de hidrogen).

Trebuie precizat cd proprietatile fizico-chimice datorate catenei laterale se
manifesti atit in cazul amino-acizilor liberi, precum si In cazul amino-acizilor
integrati in structuri polipeptidice. Un criteriu de clasificare a amino-acizilor pe
baza catenelor laterale ia in considerare polaritatea acestora (A. Lehninger, 1975).
Este insd neindoios ca decisivi pentru polaritatea amino-acidului, considerat ca
un tot unitar, este nu polaritatea catenei laterale ca atare, cit raportul dintre
polaritatea catenei laterale si polaritatea fragmentului format din carbonul
asimetric, gruparea carboxil si gruparea amino. Chestiunea este extrem de
evidentd in cazul glicinei §i alaninei: cu toate c3 acesti amino-acizi posedi catene
laterale nepolare (hidrofobe), ei sunt foarte solubili in ap3, tnutrucat ,,ponderca”
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catenei laterale In cadrul polarititii de ansamblu a moleculei este redusa.
Conform celor de mai sus, amino-acizii se clasifici astfel:

1. Grupa amino-acizilor monocarboxilici cuprinde:

1.1. Glicina sau glicocolul are cateva particularititi care-1 determini s fie
tratat separat. Cu toate ci este pus aldturi de amino-acizii hidrofobi, glicina este
foarte solubild in apa. Pe de altd parte, glicina este singurul o-amino-acid lipsit
de activitate optica. Totodata, integrat in structun proteice, glicina determina o
impiedicare stericd minima la rotatie sau fatd de grupari adiacente.

1.2. Amino-acizi cu catena laterald hidrofobi: alanina, valina, leucina,
izoleucina.

1.3. Fenilalanina si triptofanul sunt amino-acizi cu catene laterale
voluminoase, capabile si formeze legaturi hidrofobe mai ales cu molecu-
lele plate.

1.4. Metionina, un amino-acid cu sulf.

2. Amino-acizi cu catena laterald polard, dar neincdrcatd electric. Acesti
amino-acizi sunt mai solubili in apa decat amino-acizii hidrofobi datorita
capacititii de a forma cu apa, prin intermediul catenei laterale, legituri de
hidrogen. Aici sunt integrati:

2.1. Amino-acizi hidroxilici: serina, treonina, tirozina.

2.2. Amino-acizi amidici: asparagina si glutamina.

2.3. Un amino-acid cu sulf, cisteina.

Grupirile hidroxilice ale serinei, treoninei si tirozinei se gasesc in naturd
atit Tn stare liberd, cét si esterificata: cu acid ortofosforic, cu acid sulfuric sau cu
acizi grasi. Gruparea SH a cisteinei poate suferi o reactie de oxidare cu o grupare
similard dand nastere la punti disulfurice -S-S-; de asemenea, ionii metalelor
grele pot Inlocui atomul de hidrogen dind nastere la mercaptide.

3. Grupa amino-acizilor dicarboxilici: acidul asparagic (aspartic) si acidul
glutamic. La pH 6,0-7,0 acesti amino-acizi posedi n catena lateral3 o sarcind
netd negativi,

4. Grupa diamino-acizilor: orniting, lizina, arginina i histidina. Trebuie
precizat cd, daca la pH neutru cei trei amino-acizi (omitina, lizina si arginina)
au gruparea R Incircata pozitiv, histidina este la pH 7,0 numai in proportie de
10% incircata pozitiv in fractiunea imidazolica.

5. Amino-ucizi heterociclici: prolina. Acest amino-acid cuprinde o grupare
amino secundard. Conformatia rigida a prolinei perturbi structurile proteice
ordonate (de ex. structura oi-spiralatd). De aceea, procentul de prolind a unei
proteine cristalizate poate fi determinat chiar prin difractie cu raze X.
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Aminoacizi constituenti ai proteinelor

Tabelul 2.2.

Aminoacid Catena lateral3, R
’ 1 2
1.1. Glicocolul (sau glicina), H-
Gly; acid amino-acetic
1.2.1. Alanina, Ala; acid H,C-
o-aminopropionic
1.2.2. Valina, Val; acid H,C-CH-
o-aminoizovalerianic |
CH,
1.2.3. Leucina, Leu; acid H,C-CH-CH,-
O-aminoizocaproic !
CH,
124, H,C-CH,-CH-

13.1.

1.3.2.

1.4.1

2.2.1.

222

Izoleucina, Ile; acid
o-amino-B-metil-n-valerianic
Fenilalanina, Phe; acid
o-amino-f-fenilpropionic

Triptofan, Trp; acid
d-amino-P-indolil-propionic

. Metionina, Met; acid

O-amino-y-tiometil-n-butiric

. Serina, Ser; acid

o-amino-P-hidroxipropionic

. Treonina, Thr; acid

o-amino-B-hidroxi-n-butiric

. Tirozina, Tyr; acid

o-amino-B-(p-hidroxifenil)-propionic
Asparagina, Asn; acid
Q-aminosuccinamic

Ghitamina, Gln; acid
o-amino-glutaramic

2.3. Cisteina, Cys; acid

o-amino-P-tiol-propionic

3.1. Acid aspartic, Asp; acid

138

o-aminosuccinic

CH,
ars
0>
H
H,C-S-CH,-CH,-

HOCH,-

H,C-CH-
I
OH
HO-(p)-C H,-CH,-

H,N-C-CH,-
[
0
H,N-C-CH,-CH,-
I
0
HS-CH,-

HOOC-CH,-
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(continuare) tabel 2.2.

1 2
3.2. Acid glutamic, Glu; acid HOOC-CH,-CH,-
a—amino-glﬁtaric
4.1. Omitina, Omn; acid H,N-CH,-CH,-CH,-
o, 8-di-amino-p-valerianic
4.2. Lizina, Lys; acid H,N-CH,-CH,-CH,-CH,-
o, e-diamino-n-caproic
4.3. Arginina, Arg; acid o-amino-6-guanidino-n- H,N-C-NH-CH,-CH,-CH,-
valerianic I
NH

4 4. Histidina, His; acid o-amino-B-imidazolil-pro~ " cH
pionic (}7 2
5. Prolina, Pro; acid pirolidin o-carboxilic N

T
Hzc\m; H‘cociH |

2.2.2. Sinteze de aminoacizi

1. Aminarea acizilor o-halogenocarboxilici.

a. Obtinerea aminoacizilor prin aminarea acizilor halogenati este
conditionata de obtinerea acestora din urma. Spre deosebire de clorurare, care
duce la o diversitate de produsi monoclorurati si policlorurati, bromurarea este
mult mai selectivd, astfel c3 rezultd numai o-bromoacidul; pentru aceasta se
lucreazi in prezentd de brom si fosfor rosu (reactia Hell-Volhard-Zelinski) sau
tribromurd de fosfor. Bromura de acil formata suferd o reactie de halogenare in
pozitia o mult mai ugor decét acidul parental. Au loc reactiile:

6 RCH,COOH + 3 Br, + 2 P — 6 RCH,COBr + 2 H,PO,
RCH,COBt + Br, — RCHBrCOBr + HBr
RCHBrCOBr + RCH,COOH — RCHBrCOOH + RCH,COBr

Din amestecul de reactie a-bromoacizii au fost obtinuti, de reguld, prin
distilare fractionatd in vid. Se realizeazi apoi reactia de aminare cu amoniac in
exces pentru a scidea la minimum formarea aminelor secundare si tertiare:

NH,

|
R-CHBr-COOH + 2NH, — R-CH-COOH + NH,Br
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Metoda a fost aplicatd, in primul rdnd, pentru prepararea aminoacizilor la
care catena laterald R este o grupare alchil: glicina, alanina, valina, norvalina,
norleucina, leucina, izoleucina. In misura in care a fost disponibil
o-halogenoacidul corespunzator, la amino-acizii de mai sus s-au adaugat: serina,
treonina, acidul aspartic, fenilalanina.

b. Randamente mai bune de aminoacizi se obtin prin sinteza Gabriel a
ftalimidei; reactia consta in aminarea a-halogenoacizilor cu ftalimida potasica:

Q R o R
SN l Y Et
N'K™ -+ Br CH-COOEt _NCHC0O

C({ 0

ftalimida potasica
COONa HCI
NaOH @[ /R -
CONH-CH-COONa

COOH R
@ + HN-CH-COOH
COOH

2. Sinteza Strecker. Aminonitrilul, obtinut prin reactia dintre o aldehid3 si
un amestec echimolecular de clorurd de amoniu si cianura de potasiu, duce prin
hidroliza la aminoacizi:

NH NH

2 2
| +H,0 |
R-CH = O + NaCN + NH,Cl = R-CH-CN EESTTI R-CH-COOH
Prin aceastd metodi au fost preparati: glicina, serina, valina, metionina,
acidul glutamic, leucina, izoleucina, norleucina si fenilalanina.
3. a. Sinteze cu ajutorul esterului malonic. Metoda utilizeazi, de asemenea,
ca intermediari a-halogenoacizii, dar acestia sunt obtinuti pe o alti cale:

EtONa 1.KOH
CH,(COOEt), ———— RCH(COOEt), ————— RCH(COOH),
RX 2.HCl
NH,
[
tc |

. ; |
%25 RCBr(COOH), —c5 > RCHBICOOH M3, xci-coon

2

Prin aceasta metoda au fost preparati, pornind de la derivati usor accesibili,
urmatorii aminoacizi: fenilalanina, prolina, leucina, izoleucina, norleucina si
metionina.
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Sinteza cu ester malonic a fost, de asemenea, combinata cu sinteza Gabriel
a ftalimidelor pentru a obtine: fenilalanind, tirozind, prolin, cisteind, serina,

acid aspartic, metionina si lizina.
Exemple. 1. Cisteina:
(2) PhCH,SH + HCHO + HCI — PhCH,SCH,CI

Bengziltiol Clorura de benziltiometil

co
\

ee
co”

Br _
(b) CH.Z(COOEi)—z—>CHBr(COOEf) _—

CO
@ /NCH(COOE':)Z Ne ( Nch(COOEﬂ2

co
Ph CH-SCHL! €0
Ll @ \Nc(coocﬂ2 LMo
CI-LZSCHZPh 2.HC
Na . NHtichid
HN- GH- COOH Hy H,ZN CH- SOOH
-S
CH,SCH,Ph ~ PRCH, “2
S-Benzilcisteini Cisteind
2. Prolina
co_
@[ “NERGlC 00EH), + Br (CHY, sr—>©[C gc(cooaﬂz
CO HZCHZBr
co
CH3COOK “NcIcooEH) 1Na0H | HNpHE 00"
o | 2 2HCl CHCHLHOH
c .
CHECH.CH,00CCH,
HCl HE —GCH,
A |
e c oo
.. Prolind
3. Lizina
co_ _,
@ /NCNQQ;OOEt)f Br{CH)LBr
co
co NHg CO\ 1.NaOH
@[ NCICOOEH, ——> NC(COOEN, — e~
co CHzc"LzCHZt”zs’ CO” CHEHCHEHNH,

CcOooM
|
- HCH_NH
H2N CH—CHch,zC 2C LNH,
Lizini
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Utilizand 1,3-dibrompropan, 1n loc de 1,4-dibrombutan, in reactiile de mai
sus rezultd, n final, omitina.

b .Sinteze cu derivati arilamido ai esterului malonic. Se utilizeaz, de obicel,
etilacetamidomalonat:

CH,(CoOEr), HONO, yon = ccoory, F2 N, nNcH(cooEs),

EtONa
_CH.COC | CH CONHCH(COOEt), ——— CH,CONHCR(COOEY),

Etil acetamidomalonat RBr
COOH

|
HBr ,yN-CcH
|
R
Prin aceastd metoda au fost preparati: serina, leucina, valina, metionina,
lizina, acidul glutamic si ornitina. Pentru obtinerea serinei, formaldehida se
condenseazi cu dietilacetamidomalonatul; ulterior, prin hidroliz3 si decarboxilare
rezultd aminoacidul. Aditia acrilonitrilului la dietilacetamidomalonat duce la
un intermediar ce prezintd un interes dublu. Hidrogenarea acestui intermediar,
urmat de hidroliz si decarboxilare duce la ornitina. Pe de alta parte, hidroliza si
decarboxilarea intermediarului respectiv duce la acid glutamic. Sinteza metioninei
porneste de la 1-clor-2-tiometil-etil, obfinut prin aditia hidrogenului sulfurat la
etilenoxid urmat de metilarea grupérii tio cu dimetilsulfat si de clorurare cu
cloruri de tionil. Un intermediar cheie in sinteza Jeucinei este clorura de metilalil
(metalil) rezultatd printr-o reactie de substitutie alilica a izobutenei cu clor.
O varianti a metodei de mai sus a constituit-o prepararea triptofanului din
ester benzamidomalonic si gramin metosulfat:

+ -
EtONa
' iI-LZN (CH3)3] SOLCH3+ (iSHSCONHCH(COOEi)2 =V .

N
H

CH.C(COOEH VHy

\ 2 CH,~CH-COOH
N\ NHCOPh 1.NaOH
2. Hel-
H H
Triptofan

142

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



4. a. Sinteza Erlenmeyer: hidroliza reductivd a arilidenoxazolonelor
(azlactone). Aceastd metoda se restrange indeosebi la sinteza aminoacizilor cu
catend laterala aromatica. Aceasta deoarece azlactonele nesaturate necesare se
prepard usor pornind de la aldehide aromatice. Etapele de lucru sunt urmétoarele.
Prin Incilzirea benzoil-glicinei (acid hipuric) cu anhidridd acetica in prezenta
de acetat de sodiu are loc o deshidratare intramoleculari si rezulti azlactona. In
mediu bazic are loc o reactie de condensare intre aldehida aromatica si azlactona.
Reducerea si hidroliza duc la aminoacidul respectiv. Cele doui reactii se
realizeaza, de obicei, Intr-o singurd etapa prin incilzirea azlactonei de condensare
cu fosfor rosu si acid iodhidric in anhidrida acetica.

H.C— COOH He—cz0
) -H CHO
HN/ -—->20 N;/ \o ————>c5%
AN ?4 0 >C e
o Ph
~ = /» =
CGHs,H/—C—C\ o G, H.CH=CCOOH (H]
N o - NHCOPh —
N
~Ph
CHCH,CHCOOH _ C,H,CH,CH-NH,
Hidroliza
| —_— J
NHCOPh COOH

Fenilalanina

Prin aceastd metodd au fost preparati, pornind de la aldehidele
corespunzitoare, tirozina, triptofanul si histidina.

b. Sinteza Bucherer consta in obtinerea unui derivat 5-substituit al
hidantoinei, prin reactia cu carbonatul de amoniu si cianurd de sodiu in etanol
apos, urmat de hidrolizi.

NacN RHC—CO
R-CH0 —oN I “NH NaoH, R—CH —NH
(NH),COg HN — 0~ | 2
COOH
De ex. prepararea metioninei:
CHN NaCN
CH, = CH-CH = O+CH,SH —2—— CH,SCH,CH,CH=0 ———
CH.SCHCH (NHLCO,
HC —
SO CO\NH N, chsc H-N
HN —C 0o~ PCHEHCHNH,
COOH
Metionini
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5. Sinteza treoninei a fost efectuata prin urmatoarele reactii:

COOH COOH COOH

| | NH,; Doud . CIH

CH HC-Br — -

I ECEL) | inversii Walden ? |

CH HO-C-H HC-OH

| | |

CH, CH, CH,
Acid crotonic L-Treonina

6. Structura argininei a rezultat din urmitoarele argumente
(C. Bodea, 1964): L-(+)-arginina, prin tratare cu o cantitate echimoleculara de
NaOH 1n solutie apoas3, trece in L-(+)-citrulind. (L-(+)-Citrulina a fost gésita si
in Citrullus vulgaris).

Sub actiunea enzimei arginaza sau a alcaliilor in exces, arginina se
transforma in ornitina si uree:

COOH COOH COOH
| l l
H,N-CH HN-CH  NaOH(exces) H.N-CH
I NaOH | | NH,
(CH), g~ (CHy, (CR,), +0=c<
| s | | NH,
NH NH NH,
| | Oritini Uree
H,N-C=0 H,N-C=NH e
Citrulind Arginini

2.2.3. Proprietiti fizice

1. Activitatea opticd. Datoritd asimetriei atomului de carbon asimetric,
aminoacizii, cu exceptia glicinei la care catena laterald R este H, sunt optic
activi. S-a gisit cd (+)-alanina izolatd din hidrolizate proteice are aceeasi
configuratie cu acidul (+)-lactic; deoarece ultimul compus are configuratia
L-gliceraldehidei, rezultd ci (+)-alanina naturala are configuratia L. Relatiile
configurationale ale aminoacizilor izolati din hidrolizate proteice au fost dovedite
prin reactii care nu afecteaza carbonul asimetric (C. D. Nenitescu, 1968).

Prin urmare modelul spatial si formula plani ce se atribuie aminoacizilor
naturali sunt urmatoarele:
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COOH COOH

k.
" H v
COOH

|
HN-C-H

|

R
Asadar, in formulele plane gruparea amino se gaseste in partea stings,
cdnd catena hidrocarbonatd este scrisd cu gruparea carboxil in sus. Valoarea
unghiului de rotatie specificd, si in unele cazuri chiar sensul de rotatie, depinde
de solvent, concentratle, temperatura si pH (Tabelul 2. 3). De aceea pentru a
stabili identitatea si puritatea unui aminoacid cu ajutorul rotatiei specifice,

trebuiesc reproduse cu rigurozitate conditiile indicate in tabele.

Tabelul 2.3.
Proprietiti fizice ale aminoacizilor
Solubilitat Concentratia
Amino- U emperaturq (Grame la
acidul (g;;??alg SI}JCO) el o 100 ml Solvent (o,
solutie)

1 2 3 4 5 6
Gly 24,99 - - - -
Ala 16,72 25 2,06 HCI 6N +13,70

25 10,00 api +2,41
20 1,78 NaOH 3N +3,0
Val 8,85 20 34 HCI 6N +28,8
20 3,58 api +6,42
Leu 2,19 25 2,00 HCI 6N +15,2
25 2,00 api -10,57
20 1,31 NaOH 3N +7,6
lle 2,93 20 5,09 HC1 6,IN +40,61
20 3,10 api +11,29
20 3,34 NaOH 0,33N +11,09
Phe 2,965 20 1,93 api -35,14
Tp 1,14 20 1,02 HC1 0,5N +2,4
227 1,00 api 31,5
20 2,42 NaOH 0,5N +6,17
Met 315 20 5,00 HCI 3N +23,40
Ser 5023 25 9,34 HCI IN +14,95
Thr . 26 1,63 apa 9,1
Tyr 0,045 20 4,40 HCI 6,3N -8,64
18 0,90 NaOH 3N -13,2
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(continuare) tabel 2.3

1 2 3 4 5 6
Asn 2,46 20 2,24 HCl 3,4N +34,26
20 1,41 api -5,3
20 11,23 NaOH, 2,5N -6,35
Gln 3,6 la 22 3,6 api +5,0
18°C
Cys Foarte usor 26 12,1 HCI IN +7,6
| solubila
Cys 0,011 24 1,0 HCI IN -214,4
18,5 04 NaOH 0,2N -70,0
Cys
Asp 0,50 24 2,02 HCl 6N +24,6
18 1,33 api +4,7
18 1,33 NaOH, 3N -1,7
Glu 0,843 22,4 1,00 HCl 6N +31,2
18 1,47 apid +11,5
18 1,47 NaOH, IN +10,96
Om Foarte solubila 20 0,84 HC] 0,45N +14,1
Lys Foarte solubild 23 2,00 HCl 6N +25,9
20 6,50 api +14,6
Arg 15 23,3 1,65 HCI 6N +27,58
20 3,48 api +12,5
20 0,87 NaOH 0,5N +11,8
His 4,29 25 1,0-4,05 HC16,IN +13,34
25 0,75-3,77 api -38,95
20 0,77 NaOH 0,5N -10,9
Pro 162,3 20 0,57 HC10,5N -52,6
234 1,00 api -85,0
20 2,42 KOH 0,6N -93,0

fn cazul aminoacizilor cu dous centre asimetrice este posibil existenta a
patru izomeri optici.

2. Aminoacizii sunt compusi solizi, cristalizati, care la temperaturi de peste
200°C se topesc cu descompunere. In general sunt solubili in api dar sunt mai
solubili 1n solutii apoase acide sau bazice (Tab. 2.3.). Solubilitatea aminoacizilor
in solventi organici este mult mai scazuta, si asa se explica cristalizarea frecventi
a aminoacizilor din solutii apoase de alcooli.

Comportarea salind a aminoacizilor poate fi redati prin structura unei sri
interne (sau zwitterion):

COO-
+ |
H,N-CH
|
R
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Aminoacizii sunt amfoteri si au un punct izoelectric caracteristic la care multe
dintre proprietdtile lor fizice si chimice prezintd un maxim sau un minim.
Structura bipolara a aminoacizilor a fost impusi de un ansamblu de argumente
(E. Soru, 1959; C. D. Nenitescu, 1968):

- caldura de tonizare a aminoacizilor in solutii acide si bazice

- constanta dielectrica

- electrostrictia

- spectrele de absorbtie In IR

- spectrele Raman

- difractia cu raze X

2.2.4. Proprietiti chimice

1. Reactii conferite de gruparea carboxil. a. Aminoacizii formeaza cu ionii
metalici sruri. Daca in formarea acestor séruri este implicati si gruparea amino
rezultd compusi chelatici:

O=C —— —_— =

HE —-.NI-LZ/I \HZN — CH,

b. Cu pentaclorura de fosfor, aminoacizii dau cloruri acide:

H,N-CHR-COOH + PCl, — Cl'HJTI—CHR-COCI + POC],

¢. Cu alcoolii, in prezenta acidului clorhidric, aminoacizii dau esteri:
H,N-CHR-COOH + MeOH — H,N-CHR-COOMe

d. Prin reducere cu hidrogen in prezentd de catalizatori sau, mai bine, cu

LiAlH,, gruparea carboxil a aminoacizilor este redusi la hidroxil:

H,N-CHR-COOMe —2H, {N-CHR-CH,OH

e. Gruparea carboxil a aminoacizilor formeaz, cu o altd grupare carboxil,
sau cu un alt acid o anhidridd. Importanta prin implicatiile ei este anhidrida
mixta cu o grupare fosforica: 0 o

H,N-CHR-COOH + HO-P-0-R -H,Q, HZN-CHR-&O- -O-R

l |
OH OH

f. Prin incilzire, sau in prezenta enzimelor numite decarboxilaze, aminoacizii
se decarboxileazi trecind in amine:

-CO
H,N-CHR-COOH——2 HN-CH,R
Aminele rezultate au in general functii biologice importante.
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2. Reactii determinate de gruparea amino
a. Cu acizii, gruparea amino formeaza sarun:

CO 3
H,N-CHR-COOH + HCl —35 Cl1 H?N"'—CHR—COOH
b. Cu cloruri acide, gruparea amino se acileazi:

-HCl
H,N-CHR-COOH + R-COCl —H—é RCO-NH-CHR-COOH
c. O reactie importantd, pentru dozarea titrimetricd a aminoacizilor
(Sorensen) si pentru relatiile metabolice ale aminoacizilor, este reactia gruparii
amino cu compusi carbonilici:

-H,0
H,N-CHR-COOH + O = CH-R' —~— R!-CH=N-CHR-COOH
d. Datorita gruparii amino, aminoacizii pot fi alchilati ducind la betaine:

+
H,N-CHR-COOH +3CH,] 8L, (cH ) N-cHR-COO
Unele betaine au fost gésite in natura.
e. Prin reactia cu acidul azotos, gruparea amino a aminoacizilor este
transformata in grupare hidroxil:
-N
H,N-CHR-COOH + HONO —— HO-CHR-COOH
-H,0

f. Gruparea amino reactioneaza cu 1-fluor-2,4-dinitrobenzen dand
2,4-dinitrofenil-aminoacid:

_HF
HJN- CHR-COOH + F——D——N02 -

N 62

HOOG—-CHR —NH ‘Q— NO2

N O2

Intrucit legitura chimica dintre aminoacid si restul 2,4-dinitrofenil este
mai putemici decét legdtura peptidicd, reactia de mai sus serveste la stabilirea
aminoacidului amino-terminal din proteine. Pentru aceasta se compar3 produsii
de hidroliza ai proteinei cu produsii de hidrolizd ai derivatului dinitrofenil
a proteinet.

g. Ninhidrina (tricetohidrinden-hidratul) da cu aminoacizii, datorita grupani
amino, o reactie de culoare. Coloratia variazi pentru diferiti aminoacizi intre

148

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



roz si albastru violet iar pentru prolind este galbend. Ninhidrina este un derivat
al indenului

9
C\ C \ /OH
=
@E /0 g ““ou
&
0
Hldrlnden Tricetohidrinden Tncetohldrmden-
[nden . . . . -
X hidrat (Ninhidrina)
Reactiile ce au loc sunt urmatoarele:
9 C

~

csl-;‘\g/c(onh R = CHNH;-COOH —— CH = CHOH +
I
R—CH=0+ NH;+ _002 0
/g\ 2NH + (H c% CH ~3h0
AT oo + 2 0 S
0
0 (I)-NHL+ 0
[}
~7N PN
CSH[’\C/C_N_C\Q/CGHL
I 0
0

3. Proprietdti chimice datorate catenei laterale. Proprietitile chimice
ale aminoacizilor datorate catenei laterale se manifesta atit in cazul
aminoacizilor liberi cit si a celor integrati in structuri polipeptidice (inclusiv
in proteine).

a. Grupirile hidroxil din catena laterald a aminoacizilor (Ser, Thr, Tyr) se
gasesc atat In stare liberd ct si esterificata: fosfat, sulfat, carboxil-ester. In stare
liberd gruparile hidroxil participa la formarea legiturilor de hidrogen: cu alte
grupari hidroxil, cu grupdri carboxil, cu grupari amino etc.

b. Doud molecule de cistein3 particip3 la un sistem redox de tipul urmator:

COOH COOH COOH
| 2 | |
2H2N-(iH < +2[H] - HZN-(llH 2H2N—(I,H
CH,-SH CH,— S —S — CH,
Cys Cys - Cys
(Cistein3) (Cisteind)
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Atomul de hidrogen din gruparea tiol a cisteinei poate fi inlocuit cu un metal
greu: cupry, plumb etc. De altfel cisteina sau cistina formeaza in prezenta baritei
si a sarurilor de plumb un precipitat negru de PbS.

Gruparea tiol a cisteinei poate fi oxidatd la grupare sulfonicd; prin
decarboxilarea compusului format rezulta taurina:

COOH COOH CH,-NH, + CO,
| (0 I |

HH-CH —— HN-CH ——— CH,SO,H
| | .
CH,SH CH,SOH Taurina

Acid cisteic

Taurina se gaseste In natura atat in stare liberd cit si sub forma de amida
substituitd a acidului colic, acidul taurocolic.

c. Grupirile carboxil si amino apartinand catenelor laterale ale aminoacizilor
se gasesc, In solutie apoasa, in stare ionizata. Prin urmare proteinele sunt acide
sau bazice in functie de raportul molar al aminoacizilor constitutivi: daca raportul
molar (Asp + Glu):(Lys + Arg) este mai mare decat unu proteina este acidd iar
n caz contrar este bazic3.

2.3. LIPIDELE

Lipidele constituie o clasd eterogena de substante solubile in solventi
organici (cloroform, eter, benzen) si insolubile in apa. Lipidele se impart in:

- lipide simple

- lipide complexe ‘

Lipidele simple sunt lipidele care nu sunt hidrolizate, in mediu acid sau
bazic, la molecule mai simple. Din aceasti categorie fac parte:

- acizii grasi

- colesterolul

- vitaminele liposolubile

- prostaglandinele etc.

Lipidele complexe constituie un grup de lipide care suferd un proces de
hidroliza in mediu acid sau bazic. Aici apartin:

- trigliceridele

- ceridele (esteri ai alcoolilor monovalenti alifatici cu masad moleculard
mare $§1 acizilor grasi)

- steridele (esteri ai sterolilor cu acizii grasi)

- ceramidele (N-acilamide ale acizilor grasi cu amino-alcooli cu catend
lunga ca de ex. sfingozina)

- fosfolipide

- cerebrozide sau hexozil-ceramide (glicolipide)
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2.3.1. Acizii grasi

Acizii grasi sunt acizi organici monocarboxilici continind in molecula lor
cel putin 4 (dupa alti autori cel putin 6) atomi de carbon. Acizii grasi au de
reguld un numdr par de atomi de carbon in molecula. Ei se Tmpart in:

- acizi grasi saturati

- acizi grasi nesaturati.

2.3.1.1. Acizii gragi saturafi

Acizii grasi saturati au formula generald C H, O, si au de regula
catend liniara.

2.3.1.2. Acizii grasi nesaturati

Acizii grasi nesaturafi contin in molecula lor cel putin o legitura dubla.
Sunt importanti acizii grasi cu 2-6 legdturi duble, asa-zisii acizi grasi
polinesaturati;ei constituie vitamina F si sunt precursori ai prostaglandinelor.

ACIZII GRASI ESENTIALI
(VITAMINA F)

S-a observat cd administrarea la sobolani a unei diete lipsite de acizi
linoleic si linolenic ducea la Incetarea cresterii, la necroza pielii si la alte
consecinfe. Aceste urmari puteau fi corectate cu un procent de 0,5% din acizii
de mai sus adiugati In hrana dar nu cu acid butiric, oleic sau eleaostearic (acid
trans-9, trans-11, cis-13-octadecatrienoic). Holmann a desemnat ca vitamina
F sau acizii grasi esentiali acizii: linoleic, linolenic si arahidonic; mai tarziu s-a
constatat c3 si alti acizi grasi polinesaturati indeplinesc acest rol. Desemnam in
discutia ce urmeazi, prin termenul de acizi grasgi polinesaturati, acizii
monocarboxilici cu catend liniard continand cel putin doui legdturi duble in
molecula lor.

Acizii grasi nesaturati au fost impartiti in patru tipuri in functie de numarul
de atomi de carbon situati intre gruparea metil terminala si cea mai apropiati
legitura dubla:

A. Grupul acidului oleic sau ®-9:

CH,(CH,),CH=CH(CH,).COOH acid oleic

B. Grupul acidutui linoleic sau w-6:

CH,(CH,) CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH  acid linoleic

C. Grupul acidului a-linolenic sau w-3:

CH,CH,(CH=CHCH,),(CH,),COOH acid linolenic

D. Grupul acidului palmitoleic sau ®-7:

CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH acid palmitoleic
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Acizii polinesaturati tin indeosebi de primele trei tipuri(S. H. Rizvi si colab.,
1988). S-a constatat ca aceasta clasificare a acizilor grasi polinesaturati este
corelatd cu metabolismul acestora atdt in sensul biosintezei lor cét si a
transformarii 1n alti compusi biologic activi (prostaglandinele).

Nomenclaturd. La denumirea unui acid polinesaturat se indica lungimea
catenei si pozitia legaturilor duble, cu numerotarea de la capdtul carboxilic;
estc vorba despre legituri duble separate printr-o grupare metilen, deci
neconjugate. In cele ce urmeazi va fi vorba practic exclusiv de acizi polinesaturati
cu configuratia cis (total cis, all-cis). Prin urmare acidul linolenic se va numi
acid all-cis 9,12, 15-octadecatrienoic; un izomer al acidului 1inoleni§: continand
una sau mai multe legaturi duble trans ar fi denumit indicand pozitiile acestora.
De exemplu acid 9-cis, 12-trans, 15-trans-octadecatrienoic.

Prin definitie, omega-3 sau n-3 Inseamna ca prima legitura dubla incepe la
al treilea atom de carbon de la capdtul metil terminal al catenei. In cazul
desemnirii ,,numar: numar" primul numdr aratd lungimea catenei iar al doilea
indicd numarul de legituri duble existente.

Rdspdndire. Acizii polinesaturati au o raspandire, practic, universald in
lumea vie. Iatd citeva exemple, grupate pe baza tipurilor de mai sus:

A. Grupul acidului oleic sau ©-9.

A.l.  Acizi cu 20 atomi de carbon.

A.1.l. C,; (20:3): acidul all-cis 5,8,11-eicosatrienoic a fost izolat din
fosfatidele suprarenalei bovine (E. Klenk si D. D. Eberhagen, 1960):

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

B. Grupul acidului linoleic sau w-6.

B.1.  Acizi cu 16 atomi de carbon.

B.1.1. C,(16:2): acid all-cis 7,10-hexadecadienoic a fost gisit in alge
(E. Klenk si colab., 1963):

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH
B.1.2. C,(16:3): acid all-cis 4,7,10-hexadecatrienoic a provenit din aceeasi
sursa ca acidul precedent si are structura:
CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH
B.2.  Acizi cu 18 atomi de carbon:
B.2.1. C ,(18:2): acid all-cis 9,12-octadecadienoic (acid linoleic):
CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

Una din sursele preferate de izolare a acidului linoleic este uleiul de sofran

(W. E. Parker si colab., 1955). Este un acid larg rispandit in grisimi si se
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recomanda purificarea lui mai ales prin metode cromatografice (J. Frankel si
J. B. Brown, 1941, 1943; C. E. Swift si colab., 1943).

B.2.2. C,(18:3): acid all-cis 6,9,12-octadecatrienoic (acid y-linolenic) a
fost gasit in planta Oenothera lamarckiana si Oenothera biennis (J. P. Riley,
1949; J. C. Nevenzel si D. R. Howton, 1959), ulei de hering american
(W. Stoffel si E. H. Ahrens, 1958, 1960), miceliu de Phycomyces blackesleanus
(K. Bernhard si H. Albrecht, 1948).

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH.

B.3. Acizi cu 20 atomi de carbon.

B.3.1. C,,(20:3): acid all-cis 8,11,14 eicosa-trienoic (acid di-homo-
~¥-linolenic):

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

Acidul di-homo-y-linolenic a fost gasit in ulei de rechin (G. Baudart, 1942,
1943), unele tesuturi ale sobolanului (J. F. Mead si A. Slatan, 1956), fosfatidele
ficatului bovin (E. Klenk si O. Montag, 1957), ulei de hering american
(W. Stoffel si E. H. Ahrens, 1958, 1960), suprarenale bovine (E. Klenk si
H. Eberhagen, 1961).

B.3.2. C,(20:4): acid all-cis 5,8,11,14-eicosatetraenoic (acid arahidonic):

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

B.4. Acizi cu 22 atomi de carbon.

B.4.1. C,(22:4): acid all-cis 7,10,13,16-docosatetraenoic:

CH,(CH,),(CH,CH=CH)(CH,),COOH

Acest acid a fost izolat din fosfatidele suprarenalei bovine (E. Klenk si
D. Eberhagen, 1960).

C. Grupul acidului (o) linolenic sau @-3.

Acizi grasi apartinind acestui grup, cu lungimea cateneidelaC,,1a C,, au
fost gasiti In fosfatidele suprarenalei bovine (E. Klenk si D. Eberhagen, 1960),
inalge (E. Klenk si colab., 1963) dar mai ales in uleiurile de peste. Compozitia
in acizi grasi ©-3 a unor uleiuri de peste este prezentata in Tabelul 2.4. Diferite
specii contin intre 0,7 si 15,5 % ulei. Acizii grasi @-3 constituie in general
25-30% din continutul lipidic total, la majoritatea pestilor. Acizii grasi majori
variazd mult cu specia, de exemplu 1,6-8% acid miristic; 0,5-33,4% acid palm-
itic; 2,0-11,2% acid palmitoleic; 5,2-29,1% acid oleic; 0,7-10,5% acid eicosenoic;
0,2-11,6% acid docosenoic; 5,0-21,5% acid eicosapentaenoic si 5,9-26,2% acid
docosahexaenoic.
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Tabelul 2.4.
Compozitia in acizi grasi ®-3 (%) din céiteva uleiuri de peste

: Angoa Hen'ng
Acid gras . . . american
omega-3 Hering (Eng'rauhs Sardini (Brevoortia

encrasicholus) tyrannus)

16:3 - - 0,20 0,20

18:3 2,00 0,75 1,00 1,30

18:4 3,15 3,05 3,15 2,75

20:4 0,75 0,79 1,05 1,35

20:5 745 17,00 11,00 11,50

22:3 - 0,15 0,15 0,15

22:4 0,25 0,55 0,70 0,50

22:5 0,75 1,60 1,30 1,90

22:6 6,75 8,75 13,00 9,10

Total omega-3 21,10 32,55 31,55 28,75

Elucidarea structurii acizilor polinesaturati presupune o varietate de metode
fizice si chimice. Reactia de hidrogenare duce la acidul saturat al carui p. t. si
mas3 moleculara indica lungimea catenei. Numarul de legituri duble rezulta
din reactia de hidrogenare cantitativi si din spectrul UV dupa alcaliizomerizare
(vezi mai jos). Pozitia legiturilor duble se determina prin degradarea oxidativa
(vezi la acidul arahidonic).Acizii polinesaturati au fost separati din amestecurile
naturale complexe prin cromatografia esterilor metilici pe silicagel, elutia
realizindu-se cu un gradient discontinuu de eter etilic In eter de petrol. Calitatea
separarii a fost mult imbun3tatitd prin adiugarea sarurilor de argint (5-20%) la
suportul cromatografic. Mecanismul separarii constd in formarea reversibila a
unui complex Intre ionii de argint (Ag") si electronii &t ai legaturilor duble ale
acizilor grasi polinesaturati. In aceste conditii elutia este cu atit mai inceati cu
cat acidul este mai nesaturat. De ex. daci se supune unei astfel de cromatografii
un amestec de esteri metilici ai acizilor polinesaturafi continind 2-6 legaturi
duble ordinea de elutie va fi: dienoici, trienoici etc., hexaenoici. Separarea s-a
realizat nu numai ca esteri metilici dar si ca esteri ai colesterolului.

Sinteze. In vederea studiului interrelatiei metabolice dintre acizii
polinesaturati au fost sintetizati urmitorii acizi (E. Klenk si H. Mohrhauer, 1960):

- acid A $%1215_gctadecatetraenoic-(2-1*C)

- acid A V1% V-gicosatrienoic-(2-1*C)

- acid A #1147 gjcosatetraenoic-(2-1C)

- acid A M1013.1615_dgcosapentaenoic-(2-14C).
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(Litera A indica pozitia legaturilor duble Incepand de la capatul carboxilie;
este vorba despre acizi grasi polinesaturati cu configuratia total cis).

Precursorii lor au fost urmatorii: acid A #71%13-hexadecatetraenoic (purificat
din alga Scenedesmus obliquus), acid A *'#'3-octadecatrienoic (acid linolenic),
acidul A 621215-octadecatetraenoic (purificat din ulei dc hering) si respectiv acid
A3 ejcosapentaenoic purificat din ulei de hering. Schema sintezei a fost
urmatoarea: esterul metilic al acidului precursor a fost redus cu tetrahidroaluminat
de litiu (L1A1H,) la alcoolul corespunzator. Acesta a fost transformat, prin reactie
cu p-toluen-sulfoclorura, la esterul p-tosil iar ultimul, prin reactie cu iodura de
sodiu, In iodura de polialchenil corespunzitoare. Aceasta, prin reactie cu derivatul
monosodic al esterului malonic-(2-*C) 1n solutie de butanol, a fost convertit la
diester malonic. Ultimul compus, prin hidroliza si decarboxilare di acidul marcat
2-1*C alungit cu doi atomi de carbon:

HC—< }—s C
LiAl 3 02

R-CH; coocr43—-—li> R—CH.Z—CHZOI-I

Ester metilic
al AG
polinesaturat

Nal
R—CHZ—CH.ZOSOEQ-CFE,——’ RCHCH]

Ester p-tosil Todurd de polialchenil

COOEt
pd o
Na \COOEt COOEt 1. Hidroliza
—> RCH,CH" CH < 2. DecarboxiL,are
2

COOEt

-Nal

RCHZCHI;CHZCOOH
AG polinesaturat alungit cu 2C

Metoda de mai sus a fost aplicatd pe numerosi acizi grasi polinesaturati,
intre care si pe acidul y-linolenic pentru a obtine acidul all-cis 8,11,
14-eicosatrienoic-(2-'*C). Acesta a fost utilizat ca precursor de biosintez3 pentru
prostaglandine, dovedindu-se c3 este precursorul prostaglandinelor din seria
unu: PGE, si PGF o0 (D. A. van Dorp si colab., 1964; S. Bergstrdm si colab.,
1964) (vezi prostaglandinele tn Cap. Molecule Semnal).
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ACIDUL ARAHIDONIC
(Acidul all cis eikosa 5,8,11,14-tetraenoic)

Acidul arahidic tetranesaturat a fost descoperit in lipidele ficatului,
rinichiului si inimii (P. Hartley, 1909); in acelasi an acest nou compus a fost
denumit acid arahidonic (J. Lewkowitsch, 1909). Hartley a separat acidul
arahidonic ca octabromura cu formula moleculard C, H, O,Br, sau ca acid
octahidroxiarahidic, dupd oxidare blanda cu permanganat de potasiu. Acidul
octahidroxiarahidic este solubil in api, spre deosebire de acidul arahidonic care
este practic insolubil.

Un procedeu mult utilizat pentru estimarea cantitativd a acestui acid
era addugarea de brom in exces la o solufie in eter etilic a acizilor grasi sau
esterilor lor, urmata de cintanrea octabromurilor insolubile (J. B. Brown, 1929;
W. C. Ault si]. B. Brown, 1934). Sa presupunem cd amestecul ce contine acid
arahidonic nu este impurificat cu un acid trienoic (de ex. acid linolenic sau
gamma-linolenic) dar este impurificat cu acizi saturati, acid oleic si acid li-
noleic. In aceste conditii acizii saturati precum si dibromurile si tetrabromurile
respective sunt solubile In eter etilic In timp ce octabromura acidului arahidonic
(dar si hexabromura acizilor trienoici) sunt insolubile in acest solvent. Prin
urmare, prin spalarea repetat cu eter etilic a bromurilor insolubile este indepartat
atdt excesul de brom precum si: acizii grasi saturati, acidul dibromostearic si
acidul tetrabromostearic. Din fericire multe din materialele lipidice pe care s-au
efectuat o serie de studii ale acidului arahidonic contineau ca acizi
nesaturati indeosebi acid oleic, acid linoleic si acid arhaidonic; numai in aceste
conditii dozarea acidului arahidonic ca bromuri insolubile da valori apropiate
de cele reale.

Prin debromurarea acidului cu pudr3 de zinc se obtine un acid arahidonic
in care pozitia legaturilor duble nu este modificatad dar produsul contine un
procent apreciabil de legaturi duble trans (D. E. Dolby si colab., 1940,
C. L. Arcus si L. Smeadley-MacLean, 1943; O. E. McElroy si colab., 1956).

Acidul arahidonic, in amestec cu alti acizi grasi liberd, se obtine prin hidroliza
lipidelor (J. B. Brown, 1929; W. C. Ault si J. B. Brown, 1934) sau a tesutului
total (O. S. Privett si colab., 1959).

Separarea acizilor grasi saturati de cei nesaturati se realizeazi prin
intermediul sarurilor de plumb (P. Hartley, 1909; W. C. Ault si J. B. Brown,
1934), de litiu, recristalizarea la temperaturi joase (G. Y. Shinowara si
J. B. Brown, 1940; D. P. Iga, 1979) sau complecsi cu uree la temperaturi joase
(O. E. McElory si colab., 1955). Principiul separdrii este urmitorul: sirurile
metalice de Pb sau Li ale acizilor grasi polinesaturati sunt mult mai solubile in
eter sau etanol decét sarurile acizilor saturati. Pe de alta parte, solubilitatea in
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acetond la temperaturi de -20 - -70°C a acizilor polinesaturati este mult maj
mare decit a acizilor saturati; complexarea cu uree este cu atit mai dificila cu
cit nesaturarea este mai pronuntata.

Distilarea fractionatd in vid a esterilor metilici a acizilor grasi duce la
separarea acestora dupa lungimea catenei (O. S. Privett si colab., 1959). Separarea
acizilor grasi nesaturati, cu aceeasi lungime a catenei, conform cu gradul de
nesaturare, se realizeaza prin cromatografia esterilor metilici (S. F. Herb si colab.,
1951) sau a esterilor cu colesterolul (P. D. Klein si E. T. Jansen, 1959).

Rdspdndire. Acidul arahidonic a fost identificat si dozat ca octabromuri
insolubile in acizi lipidelor totale provenite din: ficat, tiroida, suprarenala, splind,
creier; a fost deasemenea gasit 1n lecitina ficatului (P. A. Levene si H. S. Simms,
1922) si oului (P. A. Levene si L. P. Rolf, 1922). Deoarece aceste surse contin si
alti acizi grasi mai nesaturati dect acidul arhidonic, acestia interfera in metoda
de dozare dand un procent mai inalt decat cel real. Prin utilizarea metodelor de
separare mai blande (recristalizarea la temperaturi joase, distilarea in vid avansat
pe coloane cu Inaltd rezolutie, distributia in contracurent, cromatografia de partitie
in fazd inversatd), dublate de metode analitice sensibile (spectrofotometria in
UV dupi alcaliizomerizare, gaz-cromatografia) s-au obtinut niste cifre foarte
apropiate de cele reale in ce priveste compozitia in acizi grasi saturati si nesaturafi.
Astfe] a fost determinatd compozitia in acizi grasi a glicerofosfatidelor din
suprarenald bovina (E. Klenk si D. Eberhagen, 1960), ulei de hering (E. Klenk
siL. Brucker-Voigt, 1961), alge de ape dulci precum si alge marine (E. Klenk si
colab., 1963), ficat de porc. Acidul arahidonic a fost izolat si caracterizat, alaturi
de acidul gamma-linolenic, din protozoarul Ochromonas danica (T. H. Haines
si colab., 1962).

fn majoritatea acestor surse se gaseste un procent apreciabil (de ordinul
zecilor, din acizii grasi totali) de acid arahidonic. n Tabelul 2.5 prezentim
compozitia In acizi grasi a fosfatidelor suprarenalei bovine.

Tabelul 2.5.
Compozitia in acizi gragi ai fosfatidelor din suprarenald bovina
(% din acizii grasi totali)
Clz CH C15 C16 C17 Cla Clg Czo CZZ C23 C24
Saturati. _ Urme|Urme | Urme| 15,5 1,5 19,5 |Urme|Urme | Urme | Urme |Urme
Monoeoici 1,0 22,5 Urme Urme
Dienoici 9.0 1,0
Trienoici Umme 1,5
Tetraenoici Ume 19,0 | 1,0
Pentaenoici 20 | 1,5
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Klenk si Brucker-Voigt au gisit in uletul de hering un izomer al acidului
arahidonic, acidul all cis 8,11,14,17-eicosatetraenoic, raportul molar intre cei
doi acizi fiind cam de 1:1.

Elucidarea structurii. Intre descoperirea acidului arahidonic si cunoasterea
structurii sale au trecut peste trei decenii. Elucidarea structurii acidului arahidonic
a fost rezultatul competitiei a doua grupuri de cercetdtori. Prima elucidare corecti
a realizat-o grupul care, aldturi de argumentele chimice, a utilizat si un argu-
ment biologic. Este vorba despre constatarea c3 ficatul sobolanilor hraniti cu o
dietd bogata In acid linoleic (a cdrui structurd era cunoscuta la acea data) se
imbogiteste in acid arahidonic. Presupunénd, in mod corect, ca legatura dubla
dintre capitul metil-terminal este plasata identic in cei doi acizi grasi si coreland
aceastd presupunere cu date chimice autorii respectivi au prezentat structura
corecta a acidului arahidonic. Degradarea oxidativa (cu KMnQ,) a aritat 3 atét
acidul arahidonic cat si acidul linoleic duc la acid caproic (capétul metil-termi-
nal); din acidul arahidonic s-a mai obtinut acid glutaric (capitul carboxil-termi-
nal). Coreland aceste date cu existenta a patru legituri duble neconjugate (prin
oxidare s-a mai obtinut acid formil acetic, 0=CH-CH,-COOH) a rezultat structura
acidului arahidonic (D. E. Dolby si colab., 1940: C. L. Arcus si I. Smedley-
MacLean, 1943):

CH,(CH,),(CH,CH=CH),(CH,),COOH

Configuratia total cis a legaturilor duble a fost gisitd odatd cu studiul

spectrelor in IR.

REACTIA DE OZONOLIZA

Alchenele aditioneazi ozon pentru a forma ozonide. In stare libera acestea
sunt deobicei explozive. Un mecanism larg acceptat implicd o reactie de

+ - + -
cicloaditie; ozonul prezintd mezomerie: 0=0-O ¢ 0-0-O:
0
N

v 9
05 RCH 0—0\
RCH=CHR ——5 RCH——CHR —> | [ chr | —

RO o O\C HR
~o -
Ozonida
Mecanismul scindarii urmat de recombinare se bazeazi pe faptul ca daci
reactia este realizatd n prezenta unei cetone rezulti doud ozonide:
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R CO
R!CH = CHR'+ O, -2 [R'CHO + RICHO O +R,CO] —

0— 0 0—©0
V4 AN 4 4 N2
RCH CHR -+ CH CR,2

Ozonidele se prepard prin dizolvarea compusului olefinic Intr-un solvent
care nu este afectat de ozon ca de ex. cloroform, tetraclorura de carbon, acid
acctic glacial, eter de petrol, etc., dupa care prin solutie se trece un curent de
oxigen ozonizat. Tratamentul ulterior poate fi unul dintre procedeele urmatoare:

(i) Ozonida este oxidata cu ajutorul oxidului de argint, a peroxidului de
hidrogen sau peracizilor, obtindndu-se astfel acizi si/sau cetone.

(i1) (a) Reducerea ozonidei cu zinc si un acid, sau hidrogen si nichel Raney,
sau trifenilfosfind, da aldehide si/sau cetone.

(b) Reducerea poate fi realizatda deasemenea cu hidrurd de litiu si aluminiu
sau borohidrurd de sodiu; in acest caz produsii sunt alcoolii corespunzitori
compusilor carbonilici formati la punctul (a):

R;co + RECOOH

—0 (i
R1 /0 NoHR? /R co + REcHO
R, CHOH+R’ CHOH

Procesul complet de preparare a ozonidei si descompunere a ei (inclusiv
identificarea produsilor formafi) este cunoscut sub numele de 0zonoliza si este
utilizat pentru determinarea pozitiei legiturilor duble intr-un compus
olefinic. Ozonoliza este deasemenea utilizatd ca un mijloc de preparare a
aldehidelor, cetonelor si acizilor. Cromatografia, In special cromatografia
gaz-lichid si cromatografia in strat subtire, au fost folosite pentru izolarea
produsilor. Cu toate acestea, existd tendinta de a utiliza peroxidul de hidrogen
concomitent cu acidul periodic In locul ozonolizei (vezi reactivul Lemieux, la
formarea diolilor).

Prepararea si proprietdtile derivatilor hidroxilafi

Compusii continand una sau mai multe legituri duble izolate pot fi
hidroxilati usor. Hidroxilarea consti in aditia de grupiri hidroxil pentru a forma
compusi dihidroxi- sau polihidroxi. Reactia de hidroxilare poate fi efectuatd
Prin mai multe modalitati:
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(i) cu ajutorul unei solutii diluate de permanganat alcalin la rece
(cis-hidroxilare). In acest fel etena a fost transformati in etilen glicol:

KMnO,
CH,=CH,+H,0 + (O)———)HOCH CH,OH
Existd ipoteza ca mecamsmul hidroxilarii cu permanganat decurge prin
intermediul unui intermediar ciclic:

RCH Mh Oy RCH——o\m/o‘ g RCH-0" o
RCH RCH—o0 -~ 9 RCH—OHn%H—
RCH-OH
|
RCH-OH

Mecanismul de mai sus se bazeaza pe faptul ca utilizarea permanganatului
de potasiu marcat cu '*O duce la un glicol marcat la ambii atomi de oxigen.

(i) Cu ajutorul peroxidului de hidrogen in acid acetic glacial sau si mai
bine in acid formic. in aceste conditii acidul oleic este transformat in acid
9,10-dihidroxistearic:

CH,(CH,),CH=CH(CH,),COOH + H,0, —
CH,(CH,),CH(OH)CH(OH)(CH,),COOH

Aditia peroxidului de hidrogen poate fi catalizata de diferiti oxizi: tetraoxid
de osmiu in t-butanol (aditie cis), dioxid de seleniu in t-butanol sau acetond
(aditie trans).

(iil) Cu ajutorul tetraoxidului de osmiu. Acest compus se aditioneazi foarte
usor la legaturile duble etilenice, la temperatura camerei:

Aok =, RICH 0 Os/O
RCH * RCH-0-" 0

Acesti compusi ciclici (esteri osmici), prin refluxare cu solutie etanolic
apoasi de bisulfit de sodiu, sunt hidrolizati la 1,2-glicoli (cis-glicoli).

Daci aditia tetraoxidului osmic este realizatd in prezentd de piridina, se
obtin compusi cristalizati, deobicei cu randament teoretic:

RCH RCH - O~
| +0s0, + 2C.HN — | 0s0,, 2C;H\N
RCH RCH - 0
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Mai convenabil decit tetraoxidul de osmiu este tetraoxidul de ruteniu care
este mai pufin toxic.

(iv) cis-Hidroxilarea unei legéturi duble poate fi deasemenea efectuata prin
tratarea alchenei cu iod si acetat de argint in prezenta de acid acetic apos, urmat
de hidroliza alcalina a amestecului de mono- si di-acetati:

\ N/ S/
C = @ e.d +  C-¢ N"“_Olia)_-c\
cH,cooag | D | |

OH OCOCH, CH,COO OCOCH, OH OH

Daci reactia de mai sus se realizeazd in acid acetic uscat, di-acetatul si
diolul au configuratia trans. |

Glicolii (sau alchenele Insesi) sunt usor oxidati la acizi sau cetone cu
permanganat sau dicromat, ambii in mediu acid, natura produsilor fiind
determinati de structura glicolului. De ex. :

(a) Propilen glicolul da acid acetic si acid formic:

cH,cHOH)CH,08 %), CH,COOH + HCOOH
(b) Izobuten glicolul da acetoni si acid formic:

CH, CH,\

>C(OH)CHZOH ), /co + HCOOH + H,0
CH CH,

Oxidarea unui glicol poate fi deasemenea efectuati cu tetraacetat de plumb,
(CH,C00),Pb, sau acid periodic, HIO, sau H,IO,, produsii fiind aldehide sau
cetone, in functie de structura glicolului. De ex.:

(a) Etilen glicolul di dous molecule de formaldehida:

(0)
HOCH,CH,0H ——— HCHO + HCHO

(CH,C00),Pb

(b) Izobuten glicolul d3 aceton3 si formaldehida:

(0)
CH,-C(OH)CH,0H ——— CH,-C = 0 + HCHO
| HIO, |
CH, CH,
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Se poate vedea ca oridecdteon este utilizat un agent oxidant, glicolu] este
scindat In doud fragmente, avand loc ruperea catenei de carbon Intre cei doi
atomi de carbon care poartd grupari hidroxil. Deoarece acesti doi atomi de car-
bon sunt uniti Impreuna printr-o legatura dubla in alchena originald, identificarea
celor doud fragmente (care pot fi acizi, aldehide sau cetone) va indica pozitia
legaturii duble in alcheni. De ex.

H,0, HIO,
R!CH = CHR? == R!CH(OH)CH(OH)R*—>» R'CHO + R’CHO

Metoda clivarii oxidative a legaturilor olefinice descrisd mai sus a fost
inlocuitd prin reactivul Lemieux. Acesta este mai avantajos atdt pentru
determinarea pozitiei unei legitun duble cét si pentru prepararea compusilor
carbonilici. Reactivul constd dintr-o solutie de periodat de sodiu si urme de
permanganat de potasiu. Alchena este oxidata la cis-diol, care este apoi clivati
de cétre periodat la aldehide si/sau cetone. Aldehidele sunt oxidate mai departe
de citre permanganat la acizi (formaldehida este obtinuti deobicei dintr-o alcheni
terminald). Reactia are loc la temperatura camerei iar manganul in formi de
oxidare inferioara este reoxidat la gradul de oxidare mai inalt de citre periodat
(de aceea sunt necesare numai urme de permanganat).

fn loc de permanganat sunt recomandate urme de tetroxid de osmiy;
in acest caz rezulti aldehide, si nu mai are loc oxidarea suplimentar la acizi.

De ex. ,
REH REH-0 2Nal 0,
Rzg +0s0, —, ’ >0502 4' RCHO
R‘ZC -0 R2C0 :

+ 050, + 2Nal0g

ALCALIIZOMERIZAREA

S-a observat cd incalzirea acizilor grasi polinesaturati cu hidroxizi alcalini
la temperaturi de 150-200°C in solventi adecvati duce la un amestec de izomeri
cu absorbtie puternicd in UV. Metoda este specifica in functie de numarul de
legdturi duble, lungimea catenei fiind practic fard semnificatie, produsii rezultai
avand coeficienti de extinctie cu valoare ridicati.

Mediul de izomerizare este o solutic 21% de KOH in etilen glicol (timp de
1zomerizare 25 min) sau o solutie de 11% de KOH 1n glicerol (timp de izomerizare
45 min) iar incdlzirea se face la temperatura de 180°C Tn atmosfer3 inert3 sau in
aer. S-a observat cd in urma tratamentului de mai sus acidul linoleic (dar si
acizii gragi dienoici) dau o curba cu un singur maxim, diend conjugati, la
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233 nm. In aceleasi conditii acidul gamma-linolenic (dar si alti acizi trienoici)
dau curbe cu doud maxime: la 233 nm (dieni conjugat) si 268 nm (triend
conjugatd). Acidul arahidonic (si alti acizi grasi tetraenoici) da un spectru de
absorbtie cu urmitoarele maxime: 233 nm (diend), 268 nm (triend), 315 nm
(tetraend); acizii grasi pentaenoici mai dau 1n plus fatd de acidul arahidonic un
maxim la 346 nm (pentaend). Acizii hexaenoici dau spectre cu urmatoarele
maxime: 233 nm (diend), 268 nm (triend), 315 nm (tetraend), 346 (pentaend) si
374 nm (hexaend). Comparand rezultatele de mai sus se poate conchide ci:
absortia la 233 nm este caracteristica dienei, la 268 - trienei, la 315 - tetraenei,
la 346 - pentaenei, la 374 nm - hexanei. Tabelul 2.6 prezintd coeficientii de
extinctie specificd a unor acizi polinesaturati.

Tabelul 2.6.
Valori de referintd pentru utilizarea in analiza
spectrofotometrici

Acid jzomerizat Coeficient de extinctie specificd la:
233 om 268 nm 315 nm

Acid arahidonic 59,3 53,4 22,6
Acid linolenic 60,9 53,2 -
Acid linoleic 86,0 - -

Au fost propuse metode analitice spectrofotometrice pentru dozarea acizilor
polinesaturati in diferite materiale biologice. Pentru aceasta au fost elaborate
ecuatii matematice din care rezulta procentul din fiecare acid gras polinesaturat
In amestec. Se determind coeficientii de extinctie specifica a probei date si se
1au in calcul coeficientii de extinctie specifica a esantioanelor pure din acizii
respectivi. De ex. :

100 k315 =X K4315
100 kZGB =X K4268 + y K3268
100 k233 =X K4233 + y K3233 tz K2233

unde: x, y, z sunt procentele de acid arahidonic, linolenic si respectiv li-
noleic din amestecul care ar contine cei trei acizi; k, ;, K, $i k,,, sunt coeficientii
de extincfie specifici ai probei la respectivele lungimi de unda; K*, . este
coeficientul de extinctie specifici a acidului tetraenoic la 315 nm etc.

Sinteza. Acizii grasi polinesaturati au fost sintetizati indeosebi prin
intermediul derivatilor poliinici. Iati o sinteza a acidului arahidonic (D. A. van
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Dorp, 1969): alcoolul propargilic se obtine prin reactia dintre formaldehida si
acetilend dupa care se transforma in sarca de sodiu a 2-prop-2'-inil
oxipiranului. Ultimul compus reactioneaza cu bromura de amil In mediu de
amoniac lichid dupi care gruparea protectoare oxipiran este eliminatd prin
hidroliza cu acid p-toluen sulfonic; se obtine 1-hidroxi-2-octind care prin
reactie cu tribromura de fosfor duce la 1-brom-2-octind. Reactia cu sarea de
sodiu a 2-prop-2’-inil oxipiranului se repetd de doud ori obtindndu-se in final
1-brom-2,5,8-tetradecatriind. Brom-triina reactioncaza cu acidul 5-hexinoic
rezultdnd, dupa hidroliza, acidul 5,8,11,14-eikosatetrainoic. Acest acid prin
hidrogenare pe catalizator Lindlar da acidul arahidonic. Catalizatorul
Lindlar const3 din paladiu metalic fin divizat, otravit cu ioni de plumb (Pb*)
(H. Lindlar, 1956).

fn tabelul 2.7. prezentam cativa acizi poliinoici mai importanti (D. A. van
Dorp, 1969).

Tabelul 2.7.
Punctele de topire ale acizilor tri- si tetrainoici
Acidul Tipul acidului P. t.
Acid triinoic 18@4 47-48,5
19@5 48,5-49,5
2005 65-66
o6 51-52
o7 63,5-65,5
08 50-51
®9 70,5-71,5
2107 56-57,5
2208 55-57
Acid tetrainoic 18w6 112-113
1905 81-82
06 80-80,5
2006 82-82,5
2106 64-67
o7 82-83,5
2206 82-82,5

Sinteza acidului arahidonic decurge prin urmitoarele reactii:
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HC =CH + CH,0 —— HC =C-CH,O0H
Alcool propargilic

1) +2,3-Dihidro OO
4-pi ; .
HC = C-CH,O0H —_— 205 NaO=G-CH/ 0

2) + Na

Sarea de sodiu a tetra-
hidro-2-prop-2’-iniloxipiran

+ CH,(CH,),CH,Br
Bromuri de amil

+ PBr
— CH,(CH,), - C=C-CH,OH ——2
1) NH, Lichid 1-Hidroxi-2-octina
2) Acid p-toluen sulfonic O/Ej
CH,(CH,),-C = C-CH,Br >

1) NH, Lichid
2) Acid p-toluen sulfonic

+PB
CH,(CH,),-C = C-CH,-C = C-CH,0H ——

— 3
1-Hidroxi-2,5-undecadiini /O
+ NCICEC-CHZO 0

CH,(CH,),-C = C-CH,-C = C-CH,Br -

1-Brom-2,5-undecadiini

1- Brom-2-octini

1) NH, Lichid

2) Acid p-toluen sulfonic
3) PBr,

CH,(CH,),-C = C-CH,-C = C-CH,-C = C-CH,Br

1- Brom-2,5,8-tetradecatriini

HC = C-CH,CH,CH,COOH

Acid 5-hexinoic

— CH,(CH,),(C = C-CH,),(CH,),COOH
Acid 5,8,11,14-ikosa-tetrainoic

+ Hz, Cata- L COOH

lizator — —_

Lindlar Acid arahidonic
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Trebuie adiugat ci metoda de sinteza de mai sus prezinta o mare elasticitate.
Astfel ponind de la CH,(CH,),CH,Br si realizand de (n-1) ori reactia cu sarea
de sodiu a tetrahidro-2-prop 2’-iniloxipiranului, iar in final cu compusul
bromagnezian

BrMgC = C(CH,) COOMgBr, rezulta:
CH3(CHZ)P(CHZ—C_=.C)D(CH2)mCOOH

Tar prin reducere cu catalizator Lindlar se obtine:
CH,(CH,) (CH,CH=CH),(CH,) COOH

Se observa cd in functie de valoarea lui p este obtinut acidul dintr-o
anumita serie:

p=0 -3
p=3 -6
p=6 -9
p=4 -7

Pe aceasta cale au fost sintetizati numerosi acizi grasi polinesaturati, cu
catend si grad de nesaturare variabile (vezi si Tabelul 2.7) (C. B. Struijk si
colab. 1966; K. Beerthuis si colab. 1968).

Proprietdti fizice ale acizilor nesaturati

Acidul oleic: p.t. o 13,0-13,2°C, B 16,0-16,3°C (forme polimorfe); p. f.
200-201°C/1,2 mm, 215-216°C/5 mm, 234°C/15 mm; n* =1,4585;
densitatea (20°)= 0,8905; indice de iod 89,0. Oleatul de metil: p. t.
-19,6- -19,9°C: n*° = 1,4522. Acidul oleic este solubil in: acetond,
metanol, eter.

Acidul linoleic: p. t. -5°C, n® = 1,4588, n*° = 1,4699; indice de iod 181;
p. f. 202°C/1,4 mm: densitatea (18°) = 0,9038. Linoleatul de metil: p. t. -35°C,

n®; =1,4593, indice de iod 172,4. Acidul linoleic este solubil in acetond,
alcool, eter, eter de petrol.

Acidul arahidonic: p.t.-49,5°C; p. f. 163°C/1 mm; densitatea (20°) = 0,9082;
n?’) = 1,4824. Acidul arahidomic este solubil in: acetona, eter, metanol, eter
de petrol.

Acidul 5,8,11,14,17-ikosapentaenoic a fost gasit In: ulei din ficat de peste
(sardea (Sardinia pilchardus), J. M. Whitcutt si colab. 1956; cod, hering (Clupea
harengus), hering american (Brevoortia tyrannus), W. Stoffel si E. H. Ahrens,
1958, 1960; E. Klenk si Brucker-Voigt, 1961), fosfatidele ficatului bovin
(E. Klenk si O. Montag, 1957), musculatura inimii (L. Hérhammer si colab.
1959), suprarenale bovine (E. Klenk si H. Eberhagen, 1961).
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Confirmadri metabolice ale interrelatiei structurale
ale acizilor polinesaturati

Dupi cum s-a mai spus, relatiile metabolice, din ce In ce mai complete, ale
compusilor organici naturali, constituie argumente din ce In ce mai evidente in
sprijinul structurilor chimice. Unele rezultate, legate de aceasta, din [ucrarile lui
E. Klenk si D. A. Van Dorp sunt prezentate in Fig. 2.2 si In Fig. 2.3.

18:2,96
20:2,26 18:3,46
20:3'0 6 /

Fig. 2.2. Biosinteza acidului arahidonic din acid linoleic (D. A. Van Dorp, 1969).

AS12,15

— B

AlLI41T o A69:12,15 ¢ o

\ A8,11,14,17 Czo

\5.8,11,14,17
A~ €20

\/

A7,10,13,16,19-C5,

\

A4,7,10,13,16,19-C,,

Fig. 2.3. Transformarea acizilor polienoici de tip linolenic. Sigetile
mdreptate spre stinga indic3 alungirea catenei, iar cele Indreptate spre dreapta
indicd dehidrogenarea (E. Klenk si . Mohrhauer, 1960).
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2.3.2. STEROIZII

Steroizii, un grup de compusi inruditi structural, sunt larg raspanditi in
organismele animale si vegetale. Steroizii includ sterolii (compusi hidroxilici
de la care provine si denumirea de steroid), vitamina D, acizii biliari, un numar
de hormoni sexuali, hormonii cortexului suprarenalei, citeva hidrocarburi
cancerigene, anumite sapogenine etc. La baza structurilor steroizilor este scheletul
perhidro-1,2-ciclopentenofenantrenului:

; 1 17
1 16
1
2 % 15
3 7
- 5%
1,2-Ciclopentenofenantren Perhidro 1,2-ciclopentenofenantren

Toti steroizii dau, prin dehidrogenare cu seleniu la 360°C, hidrocarbura lui
Diels. De aici definitia: este steroid orice compus care da hidrocarbura lui Diels
prin distilare cu seleniu la 360°C. (Cand distilarea cu seleniu se realizeaza la
420°C, steroizii dau Indeosebi criseni si, Intr-o cantitate redusa, picend).

2.3.2.1. Clasificarea steroizilor

Steroizii se clasificd dupd numarul de atomi de carbon din molecula sau
dupi functia lor. fn general existi o suprapunere a celor doui criterii, dupa cum
se va vedea In continuare. Utilizarea primului criteriu este dublati de existenta
unei hidrocarburi de referinta care, de cele mai multe ori, poate fi obtinuti din
steroidul respectiv. Astfel, steroizii se clasifica in felul urmitor.

1. C,-Steroizi. Hidrocatbura de baza este gonanul (C H,):

12

13 Vv

4 6 Gonan

2. C ¢-Steroizi. Hidrocarbura de bazi este estranul (C H. ), care se distinge
prin existenta unei grupari metil la C-13:
CHy

Estran

De acest grup tin toti hormonii estrogeni naturali.
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3. C,,-Steroizi. Hidrocarbura de bazi este androstanul (C ;H,,), care poseda
cite o grupare metil la C-10 si C-13. Tn acest grup se gisesc toti hormonii

androgeni naturali. CHy

Androstanul

4. C,,-Steroizi. Hidrocarbura de baza este pregnanul (C, H,,), avand cite o
grupare metil la C-10 s1 C-13 si o catend laterald de doi atomi de carbon la
C-17. Aici apartin toti corticosteroizii naturali:

CHy

dh,

Pregnan

5. C,,-Steroizi. Hidrocarbura de bazi este colanul (C,, H,,); compusul posedd
cdte o grupare metil la C-10 si C-13 si o cateni laterald ramificata, constand din
cinci atomi de carbon, la C-17:

Colan
Aici se gasesc cea mai mare parte a acizilor biliari.
6. C,,-Steroizi. Hidrocarbura de bazi este colestanul (C,,H,,); in pozitiile
C-10si C-13 se gasesc cite o grupare metil iar la C-17 o caten3 lateral ramificata
constdnd din opt atomi de carbon:

5
4 6 Colestan
Un reprezentant important al acestui grup este colesterolul.
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Hidrocarburi de referintd pentru alti steroizi naturali sunt ergostanul
(24-metil-50-colestan), stigmastanul (24-etil-Sa-colestan) etc. (Vezi mai departe
semnificatia lui o).

2.3.2.2. Hidrocarbura lui Diels

Hidrocarbura lui Diels, cu formula moleculard C H, , este un compus solid
cu p.t. 126-127°C. Degradarea oxidativa, analiza cu raze X pe substanta
cristalizati precum si analiza spectrelor au dovedit ca hidrocarbura lui Diels
este 3’-metil-1,2-ciclopentenofenantren:

CHI3

8 9
Hidrocarbura lui Diels

(3’-Metil-1,2-ciclopentenofenantren)

Structura compusului numit hidrocarbura lui Diels a fost confirmata si
prin sintezi.

2.3.2.3. Izomeria sterolilor

Derivatii perhidro 1,2-ciclopenteno fenantrenului continénd substituenti la
C-3, C-10, C-13 si C-17 prezintd un numdr de izomeri optici de ordinul zecilor
sau chiar sutelor. Se observi cd un astfel de compus poseda opt carboni asimetrici,
prin urmare existd 2® = 256 izomeri. Dintre acestia, cel putin in momentul
actual, sunt mai importanti izomerii la C-3, C-5 si C-17. .

Izomeria C-3. Atomul de carbon trei se gaseste, la muli steroizi, in
starea de hibridizare sp. Prin urmare un substituent se va gisi fie deasupra
planului general al moleculei fie dedesubt. Cand molecula este proiectata in
plan astfel incit catena laterald de la C-17 se giseste in dreapta sus plasarea
unui substituent (de cele mai multe ori o grupare hidroxil) deasupra planului
(spre cititor) este desemnata cu f3 iar in caz contrar cu o; in primul caz valenta
substituentului este reprezentati printr-o linie continua iar in al doilea printr-o
linie punctata.

Izomeria C-5. Primele doud cicluri ale perhidro-1,2-ciclopenteno-
fenantrenului pot fi legate Intre ele prin doud legituri ecuatoriale (ca in trans-
decalind) sau printr-o legiturd ecuatoriali si una axiali (ca in cis-decaling); primul
tip de legdturd este regdsit in colestan iat al doilea In coprostan:
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CH

CH CH 3 CBH
3 2
CF Hy ; 1[ 503”17 3
i
H
Colestan Coprostan
CH
& e C8H7
! e
! 1
] H ll_‘
H H
Colestan (seria alo) (inelele Coprostan (seria normali)
A/B, trans) (inelele A/B, cis)

fn toti steroizii inelele B si C, si C si D sunt unite intre ele prin
legituri trans.

Se mai observa cd un atom de hidrogen la C-5 poate fi orientat In configuratia
o sau . Cand acest atom de hidrogen este o-orientat ciclurile A §i B sunt legate
in configuratia trans iar Tn cazul -orientérii atomului de H de la C-5, ciclurile
A si B sunt legate in configuratia cis. Atomul de hidrogen de la C-5 este
o-orientat In toti hormonii steroizi care confin un atom de hidrogen in acea
pozitie. Dimpotriv3, acizii biliari posed3 un atom de hidrogen f3-orientat la C-5.
Concluzia este ca legatura cis Intre inelele A si B este caracteristica acizilor
biliari iar legitura trans tuturor hormonilor steroizi care poseda un atom de
hidrogen la C-5. Legitura trans d3 o structurd aproape plani in timp ce legitura
cis d4 o structurd incovoiati.

2.3.2.4. Structura colesterolului

1. Grupdri funcfionale. Formula moleculari a colesterolului este C,.H,O;
in stare pura colesterolul se prezinti ca un solid cu p.t. 149°C.

Molecula de colesterol poseda o legaturd dubld. Rezulti accasta din aditia
hidrogenului (in prezenta platinei) precum si din aditia bromului cind se obtine
un compus dibromurat.

H, (Pt)
Colesterol —————— Colestanol

C,H,0 () C,,H,,0 (II)
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Atomul de oxigen aparjine unei grupan hidroxil secundare: prin oxidare se
obtine o cetond, colestenona; dacd oxidarea este precedatd de hidrogenare
compusul obtinut este colestanona:

H,(Pt)

Colesterol > Colestanol ﬂ——) Colestanona
C,H,O0() C,,H,,0 () C,.H,.0 (I

Cand o solutie de colesterol se amestecd cu o solutie de digitonina
(o saponind), se formeaz3 un precipitat abundent de digitonida de colesterol.
Acesta este un complex molecular continand o moleculd de colesterol §i una de
digitonina, din care componentele pot fi recuperate prin dizolvarea complexului
in piridina (care realizeazi disocierea complets) si apoi addugand eter: colesterolul
rdmane 1n solutie iar digitonina este precipitatd. Formarea digitonidei este utilizata
pentru estimarea colesterolului. Un aspect interesant este ca 3 f-hidroxisteroizii
formeaza deobicei complexe cu digitonina, in timp ce compusii 3o corespunzitori
nu formeaza.

2. Structura sistemului ciclic. Hidrogenarea colestanonei duce la colestan:

Colestanona  —22-HE, HCI — Colestan
C,H,,0 () CyH, V)

Colestanul este o hidrocarburi saturati si se observa ci poseda cu opt atomi
de hidrogen mai putin dect alcanul corespunzitor (C,,H,,); prin urmare molecula
colesterolului este tetraciclica. )

Cand colesterolul este distilat cu seleniu la 360°C se obtine hidrocarbura
lui Diels; prin urmare la baza structurii sale este scheletul perhidro
1,2-ciclopenteno fenantrenului.

S-a aratat ca ciclurile A, B si C din molecula colesterolului sunt de sase
atomi iar ciclul D este de cinci atomi. La aceastd concluzie s-a ajuns prin
identificarea produsilor de oxidare ai colestanului: s-au izolat compusi rezultati
prin deschiderea alternativi a ciclurilor colestanului:

gn
HOOC

R
I COOH
HOO 0 COOH
HoOC \
n  COLESTAN
HOOC s
HOOC ﬁ

COOH
8o
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3. Pozitiile grupdrii hidroxil si a legdturii duble. Se considera urmaitoarele
reactii:
3 a e . 300°C g
Colestanona ———> Acid dicarboxilic - Cetond
C,,H,,0 (1) C,H,O0, V) C,H,,0 (V)

277746

Deoarece acidul dicarboxilic V contine acelasi numar de atomi de carbon
ca si cetona Il din care este derivat, gruparea ceto din III trebuie prin urmare s
fie Intr-un ciclu. Deasemenea, deoarece piroliza acidului dicarboxilic V pro-
duce o cetond prin pierderea unui atom de carbon rezulta din regula lui Blank ca
V este fie un acid dicarboxilic 1,6 sau 1,7. (NOTA: regula lui Blank afirma ca:
laincdlzire cu anhidrida acetici acizii 1,5-dicarboxilici formeaza anhidride ciclice
iar acizii 1,6-dicarboxilici formeazi ciclopentanone prin eliminare de dioxid de
carbon). Am vizut cd molecula colesterolului contine trei cicluri de sase atomi
si unul de cinci atomi. Astfel acidul dicarboxilic V trebuie si fie obtinut prin
deschiderea ciclurilor A, B sau C si prin urmare gruparea hidroxil din colesterol
(care a fost convertitd Tn grupare ceto in colestanoni este in ciclul A, B sau C).

De fapt cind colestanona este oxidata se obtin doi acizi dicarboxilici izomeri.
Formarea acestor doi acizi arati ca gruparea ceto din colestanond este flancata
pe fiecare laturd de citre o grupare metilen, adicé in colestanoni este prezenta
gruparea -CH,COCH,-. Un astfel de aranjament este posibil numai dacé gruparea
hidroxil este In ciclul A.

Sa considerdm acum urmdtorul set de reactii:

Colesterol —2—2———=1 Colestantriol ﬂ—-)Hidroxicolestandionﬁ
C,H,0 ) CH,COOH C,,H,0, (VII) C,,H,,0, (VIII)
1"H20 .. Cr03 . iye

= Colestandioni = —— > Acid tetracarboxilic
2.Zn, CH,COOH C,H,,0, IX) C,.H,0, (X)

fn conversia Iui I la VII, legitura dubla din I este hidroxilati. Deoarece
numai doua din cele trei grupar hidroxil din VII sunt oxidate pentru a rezulta
VIII, aceste doud grupari sunt grupari hidroxilice secundare (una dintre acestea
fiind grupare hidroxil secundari in colesterol), iar a treia, fiind rezistenti la
oxidare, este grupare hidroxil tertiard. Deshidratarea lui VIII (prin incalzire in
vid) si reducerea ulterioard a legiturii duble formeazi pe IX iar acesta, prin
oxidare, duce la un acid tetracarboxilic fari pierdere de atomi de carbon. Astfel
cele doud grupar ceto din IX sunt situate in cicluri diferite; daci cele doud
grupari ceto erau in acelasi ciclu s-ar fi pierdut un atom de carbon si X nu ar mai
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fi fost obtinut. Rezulta deci ci gruparea hidroxil si legatura dubla din colestero]
sunt situate in cicluri diferite. In plus, deoarece IX formeaza cu hidrazina un
derivat piridazinic, rezultd ci IX este o y-dicetona. Plasarea grupdrii hidroxil in
ciclul A a fost deja justificati; daci admitem ci gruparea hidroxil este situati in
ciclul A in pozitia 3 si legatura dubla intre C-5 si C-6, reactiile de mai sus sunt
usor de explicat. (NOTA: acolada arati ci restul moleculei este intact; aceasta
constituie o conventie internationala de reprezentare):

— —_— —_—
H 0 HO L
1 HO OH HO O
Vil il
HOOC (0
0? -
Cl HOOC COOH
HO ' “COOH
E H
| NH, X
"\\ 12
.
N ;
N
N
Derivat piridazinic

Reamintim c3 liniile pline reprezint3 grupdrile care se situeazad deasupra
planului, iar liniile Intrerupte gruparile care sunt situate sub plan.

O dovadai suplimentara pentru interpretarea de mai sus provine din faptul
ca la incdlzirea colesterolului cu oxid de cupru la 290°C se obtine colestenona
Xl iar aceasta la oxidarea cu permanganat formeazi ceto-acidul XII cu pierderea
unui atom de carbon. Formarea lui XII indic3 ca gruparea ceto si legitura dubld
in colestanona sunt In acelasi ciclu. Spectrul de absorbtie in ultraviolet al
colestenonei XI, A__ 240 nm, arati ca gruparea ceto si legatura dubl3 sunt con-
jugate. Aceste rezultate pot fi explicate dac3 se presupune ci legitura dubla din
colesterol migreaza la formarea colestenonei X1, explicatia cea mai simpl3 fiind
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ci gruparea hidroxil este in pozitia 3 iar legatura dubla intre carbonii 5 si 6,
pozitia 5 fiind comun3 ciclurilor A si B. Astfel:

- - 21y
- . c
HO 0% o COOH » "%

[

Xl

Pozitia gruparii hidroxil la C-3 1n ciclul A a fost dovedita definitiv prin
experimentele lui Kon et al (1939). Acesti autori au redus colesterolul I la
colestanol (II), 1-au oxidat pe acesta la colestanona (III), au tratat-o pe aceasta
cuiodurd de metil-magneziu si au dehidrogenat produsul, alcoolul tertiar XIII,
la3’,7-dimetilciclopenteno-fenantren (XIV) cu ajutorul seleniului. Structura lut
XIV a fost doveditd prin sinteza, aga ci reactiile pot fi formulate dupad cum
urmeaza, cu hidroxilul in pozifia 3:

e VY e
0~ H
A

H
(m

“acm Qg‘
0 ' 350
(

|
H
AT (X1

Natura si pozifia catenei laterale

1. Pozitia catenei laterale, in raport cu gruparea hidroxil, a fost stabilita
prin experimentul urmator:

H,(Pt CrO, 1.14cH,MgBr
Colesterol — 2 Colestanol ——> Androstandiond — -
2. Hidroliza
3’,7-Dimetil (-*C) ciclopenteno fenantren 3. Se,360°C
Rezulta de aici c3 pozitia catenei laterale a colesterolului este la C-17 iar

reactiile de mai sus decurg astfel:
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H, (Pt)
— _—>
HO HO :
-
14 Androstandiond
" CH3
1. CH3ngBr .
2. Hidroliza — ‘
3. Se,360°C OO
44
CH,

3’,7-Di-(**C-)metil-ciclopenteno-fenantren

2. Natura catenei laterale a fost stabilit prin experimentul urmator: acetilarea
colesterolului produce colesteri] acetat iar acesta, la oxidare cu CrO,, formeazi
0 cetond antrenabild cu vapori si acetatul unei hidroxicetone, ultimul compus
nu este antrenat cu vapori de api. Cetona s-a dovedit a fi izohexil metil cetond,
CH,CO(CH,),CH(CH,),. Prin urmare scheletul hidrocarbonat al acestei
cetone constituie catena laterald a colesterolului, punctul de atasare al acesteia
fiind C-17.

Analiza mai detaliat3 a degradarii oxidative a catenei laterale a colesterolului
a ardtat ca aceastd degradare decurge in urmaitoarele etape:

5. _CI_H} 4
St:CH- CH

CH

O
as)

™~
- e e e = e

CH(CH,),

2

6 I

T U8}
R

(St este nucleul steroidic)

Prin urmare primul fragment detasat prin oxidare din catena laterald 2
colesterolului este acetona, CH,COCH,, urmat de céte un atom de carbon sub
formd de CO,.

Studiul fragmentelor de oxidare a colesterolului si colestanului a dus
deasemenea la elucidarea pozitiei celor doud grupan metil. Rezultatele de mai
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sus, corelate cu analiza RMN, difractie cu raze X, studii metabolice etc., au
aratat cd structura colesterolului este urmﬁztg)area:

Colesterol (3-p-Hidroxi-5-colesten)
(NOTA. Tn cazul steroizilor si a lipidelor gruparea metil este reprezentati
printr-o liniutd).
2.3.2.5. Relatii fizico-chimice tntre stereoizomeri

Hidrogenarea catalitica (Pt) a colesterolului duce exclusiv la Sa-colestan-
3f-ol (colestanol). Pe de alti parte, oxidarea Soi-colestan-3f-ol cu CrO, in
acid acetic da 5oi-colestan-3-ond iar aceasta, prin reducere cataliticd in solutie
neutrd, di Indeosebi So-colestan-3p-ol, in timp ce reducerea n solutie acidd da

5u-colestan-30i-ol (epicolestanol): ,\\
/\1\ Cr03

Ho (Pt) —_
—— 2
0~ '
HO H ! 3
H . H
Colesterol 5a - Colestan -3f-o0l 5o - Colestan - 3 - ond

solutie ’\\
neutrd
HO !
|
H

50, - Colestan -3f-ol

solutie ®
acidi - .
;

Ho{PH)

HO ~
5a - Colestan -3a-o0l

(Epicolestanol)
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Epimerii C-5 corespunzitori, 5fB-colestan-3-f-ol (coprostanol) si
5B-colestan-3ai-ol (epicoprostanol) au fost preparati din colesterol astfel:

1N oxidare A\ H
HO Oppenauer
Colesterol Colest-4-en-3-oni Sp_c(,]estan_;;_onﬁ

solutle
acida

Ha (Pt | Sﬁ—Colestan 3p-o0l(Coprostanol)

solutie /\1\
e
neutrd .

5p—Colestan-3 a-ol(Epicoprostanoi)

(coprostanoni)

Etoxidul de sodiu, la temperatura de 180°C, duce la stabilirea urmitoarelor

echilibre:
Colestanol (90%) Eplcolestanol (10%)
Chy
HO Z f
Coprostanol (10%) : Epicoprostanol

Pozitia unei legaturi duble izolate in compusii steroidici a fost investigata
prin tratarea compusului cu tetroxid de osmiu pentru a se obtine esterul osmic
ciclic care a fost redus cu LiAlH, la 1,2-di-ol iar acesta a fost clivat cu
tetraacetat de plumb. Analiza produsilor oxo a dus la localizarea pozitiei legaturii
duble etilenice.

Tetroxidul de ruteniu a fost deasemenea utilizat; acesta duce direct la ruperea
legaturii duble, si prezintd avantajul ¢ este mai pufin toxic decat tetroxidul de
osmiu.
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2.3.2.6. Acizii biliari

Acizii biliari se gasesc in cantitati apreciabile in vezica biliard. Hidrocarbura
de referint pentru acizii biliari este colanul, C, H,,. Acizii biliari propriu-zisi
sunt compusi steroidici monocarboxilici hidroxilati. In bila ei se gisesc sub
form3 de amide, rezultate prin eliminarea unei molecule de apa intre gruparea
carboxil a acidului biliar si gruparea amino a glicocolului sau a taurinei. De ex.
acidul colic se giseste sub formi de sare de sodiu a acidului glicocolic si a

acidului taurocolic:

R-CO-NH-CH,-COOH
Acid glicocolic

R-CO-NH-CH,-CH,-SO,H
Acid taurocolic

Prin hidroliza rezultd acidul biliar ca atare si glicocol sau taurind. Acizii
biliari majoritari din bila de om sunt:
- acidul colic, C,,H,,0,-COOH

- acid deoxicolic, C,,H, 0,-COOH

- acidul litocolic C,,H,/O-COOH

Pozitiile gruparilor hidroxil din acizii biliari au fost localizate prin degradarea
oxidativa; astfel s-a constatat cd acestea se gisesc in fragmentul steroidic
astfel: 1a acidul colic 1n pozitiile 3,7,12; la acidul deoxicolic in pozitiile 3,12;
la acidul chenodeoxicolic in pozitiile 3,7 iar la acidul litocolic in pozitia
3. S-a constatat c3 acizii biliari nu sunt precipitabili cu digitonind, prin
urmare toate grupérile hidroxil se gasesc in configuratia o. Prin incalzire in vid
acizii biliari se deshidrateazd ducand la acizi steroizi nesaturati: acidul
colic duce la un amestec de acizi colatrienici, acizii deoxicolic si
chenodeoxicolic se transform3 intr-un amestec de acizi coladienici iar din acidul
colic se obtine acid colenic. Toti acesti acizi se transforma prin hidrogenare
intr-un acid numit acid colanic. Prin urmare acidul colic este acid 3o, 7o,
120-trihidroxi colanic; acidul deoxicolic este acid 30, 120-dhidroxi colanic;
acidul chenodeoxicolic este acidul 3¢, 70i-dihidroxicolanic iar acidul litocolic
este acid 3ot-colanic.

Pozitia §i lungimea catenei laterale a acizilor biliari au fost clarificate astfel.
Atomul de carbon C-5 din acizii biliari are configuratia 5B identici cu

5B-colestanul (coprostanul); Sai-colestanul si 5B-colestanul rezulti din colesterol
Prin urmatoarele reactii:
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N O:EF Ho(Pd) @\/&lf\
N CaPlyOH" > |

Clorurdl de AS-Colestenk
colesteril 5a-Colestan

f\ -HClI f\\ Hy/Pd \\
ACOK PRI
e

ne “-t L’ o

A'-Colestent
5B-Clor-colestan

H
5B-Colestan (Coprostan)

Prin oxidarea coprostanulm cu CrO rezultd acid colanic:

COOH
CHy

L
Coprostan H  Acid coldnic

Sa—Colestanul duce prin oxidare la un izomer al acidului colanic, acidul
allocolanic.

Prin urmare structura acidului colic este urmatoarea:

S o Acid colic

2.3.2.7. Proprietdti spectrale ale steroizilor

1. Spectroscopia in IR. In studiul structurii steroizilor cele mai importante
grupari pentru spectroscopia in IR sunt: OH, C=0, C=C, C=C-C=0, COOH,
COOR. Maximele de absorbtie a acestor grupari sunt cele indicate in Tabelul
1.10. S-a aritat ci dacid nucleul contine doud grupéri ceto, fiecare prezintd un
maxim de absorbtie propriu, cele doud maxime fiind mai mult sau mai putin
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apropiate, in functie de structura studiata. De ex. compusul 3,17-diceto (1719 si
1745 cm™) si compusul 11,17-diceto (1713 si 1751 cm?). In ultimul caz cele
doud grupari ceto sunt suficient de apropiate pentru a permite interactia
vibrationala.

2. Spectroscopia in UV. Maximele de absorbtie in UV sunt caracteristice
grupdrilor functionale prezente:

/\.\ . CGMe
261 nm 230 nm 239 nm

Dupi cum se observa datele de mai sus privesc sisteme conjugate; in privinta
legiturilor duble izolate, spectroscopia In UV detecteazi legaturi duble de tipul
R,C=CR, (170-210 nm).

3. Spectrele RMN ale steroizilor prezinti deasemenea anumite regularitati.
Astfel steroizii prezintd o regiune ,,amprentd" care este caracteristica protonilor
CH si CH, din nucleul steroidic. Deasemenea, protonul grupari =CH- are o
valoare T definitd astfel cd detectarea si evaluarea numerici a acestor grupari
rezultd din spectrul RMN protonic.

S-a gasit c grupirile metil angulare la C-10 si C-13 au deplasiari chimice
care depind de prezenta diferitelor grupéri functionale ca de ex. C=C, C=0.
Astfel gruparea 3-ceto determini o deplasare de 0,15 ppm pentru linia metilului
C-19, dar nu are nici un efect asupra liniei grupari metil C-18. Prin urmare se
poate deduce atdt natura cat si pozitia unei grupiri functionale in molecula. S-a
gasit de ex. cd protonii metil ai unei grupari acetoxi au o valoare T caracteristica
ce depinde de pozitia sa in nucleu. In felul acesta se poate determina pozitia
unei grupén hidroxil in molecula.

4. Spectrometria de masd este extrem de utila pentru analiza structuralad a
steroizilor. Acesti compusi dau deobicei un ion molecular abundent astfel ca
este ugor de determinat masa moleculara si formula moleculara. Se mai observa
de reguld patru maxime: (a) (M-R)", unde R este catena laterald; (b) (M-(R+42)),
unde 42 este masa fragmentului C,H,; (c) (M-15)", datorati pierderii unui metil
angular; (d) (M-(R+42+15))*. Datorita acestui model caracteristic de fragmentare,
este usor de detectat un nucleu steroidic.

Hidroxi-steroizii prezintd un maxim la m/e egal cu (M-18)" datorat pierderii
apei si un maxim la (M-(18+15))* datorat pierderii apei si a gruparii metil
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angulare. Pe de altd parte modelul de fragmentare al cetonelor depinde de pozitia
gruparii ceto.

2.3.3. Esteri ai colesterolului

Colesterol esteraza hidrolizeaza esterii colesterolului, obtindndu-se
colesterolul liber si acidul gras respectiv (L. Swell si C. R. Treadwell, 1955).

Esterii colesteril ai unor acizi grasi au fost preparati prin incalzirea
colesterolului cu acidul gras respectiv la 200°C timp de 3-4h (L. H. Page si
H. Rudy, 1930); metoda a fost aplicata la obtinerea oleatului de colesteril
(L. Swell si C. R. Treadwell, 1955). S-au obfinut unii esteri cu randamente de
40-46% refluxand un amestec de colesterol si acidul gras respectiv in benzen
(E. L. Cataline si colab., 1944). O serie de ester ai colesterolului cu lungimea
catenei variabild au fost preparati de catre Swell si Treadwell prin reactia dintre
clorurile acide corespunzitoare si colesterol, cu exceptia acidului oleic (vezi
Tabelul 2.8).

Pentru a obtine esterii colesterolului cu acizii oleic, linoleic si linolenic
s-a utilizat un preparat enzimatic din pancreas bovin (E. R. Diller si colab.,
1962). A fost elaboratd si o metodd chimicad pentru prepararea esterilor
colesterolului cu acizi grasi cu catend lungd, indeosebi a celor polinesaturati.
Principiul metodei este urmitorul: colesteril acetatul reactioneaza, de expemplu,
cu arahidonatul de etil in prezenta etilatului de sodiu care este catalizator.
fn aceste conditii are loc o interesterificare a grupirilor carboxil. Arahidonatul
de colesteril obtinut astfel este purificat cromatografic pe acid silicic si
recristalizat din acetond la -20°C (V. Mahadevan W. O. Lundberg, 1962;
V. Mahadevan, 1963).

Esterii colesterolului cu acizii grast au fost izolati si din plasma sanguini
umana (J. Hirsch si E. J. Ahrens Jr., 1958).

Proprietdti. Arahidonatul de colesteril, cristale de culoare alba, are p.t.
24-25°C, [o] %)5= -23,4° (c=5% 1n cloroform). La cromatografie in strat subtire
se obtine un singur spot. Arahidonatul de metil a fost identificat prin
cromatografic gaz-lichid dup3 recuperarea sa din arahidonatul de colesteril
(W. Stoffel si colab., 1959).

Unele proprietati fizice ale esterilor grasi cu colesterolul sunt prezentate in
tabelul 2.8.
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Tabelul 2.8.
Unele proprietiti ale esterilor colesterolului cu acizii organici.

Punct de topire* Masa moleculard 20
3 . . % %k
Esterul colesterolului m§§$§I?C ] nslgélégi c | Teoretica Gasita®* (o],

acetat - 114,0 4287 4245 -43,5
propionat 97,0 113,0 4427 4348 -40,6
butirat 102,0 111,0 456,7 458.8 -35,4
valerat 87,5 90,0 470,9 4717 -34.3
izovalerat 109,8 110,5 470,9 463,3 -34,6
caproat 93,5 94,5 4849 481,1 -32,5
caprilat 104,6 106,0 512,9 505,5 -31,6
caprinat 83,0 91,0 540,9 536,3 -28,7
laurat 91,8 92,0 569,0 558,6 -27,5
miristat 73,0 80,0 537,0 588,1 -26,5
palmitat 75,0 80,5 625.8 618,8 -25,4
stearat 71,0 79,5 653,1 639,2 -25,1

oleat - 45,0 651,1 - -21,6

* Esterii colesterolului se topesc forméind un lichid tulbure care incilzit in continuare se
transformi intr-un lichid limpede.
** Determinati din indicele de saponificare

*¥* Determinati pe solutie 5% in cloroform

2.3.4. Fosfolipidele

Fosfolipidele se clasificd, dup3 scheletul de baza al moleculei in:
- fosfoglicerolipide
- sfingolipide
Fosfoglicerolipidele sau glicerofosfatidele se clasifica in:
- acid fosfatidic
- fosfatidil serin
- fosfatidil etanolamind
- fosfatidil colina (lecitina)
- fosfatidil glicerol
- di-fosfatidil glicero! (cardiolipin3)
- fosfoinozitide

2.3.4.1. Fosfoglicerolipide si derivati

Lecitina este una dintre fosfoglicerolipidele cele mai cunoscute si mai larg
rispandite in natura. Lecitina a fost descoperiti de citre Gobley care a gasit-o in
gilbenusul de ou, In icrele si laptii de crap, in creier de giin3, in singele uman
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si bovin. Structura lecitinei a fost sugerata de cétre Strecker si s-a dovedit corects;
in cadrul acestei structuri acidul fosforic este atasat la unul dintre hidroxilii
primari ai glicerolului. Aceastd formula a fost sustinutd de observatia ca acidul
glicerolfosforic rezultat prin hidroliza lecitinei este optic activ, cu toate ¢ rotatia
specifica este foarte acizutda (R. Willstitter si K. Lidecke, 1904). Acidul
glicerofosforic poate fi optic activ numai dac3 acidul fosforic este atasat la unul
dintre hidroxilii terminali (o) a glicerolului.

Structura exactid a fosfoglicerolipidelor naturale a devenit posibila odati
cu sinteza formelor optic active a izopropiliden glicerolului, adicd D-izopropiliden
glicerol (sn-1,2-izopropiliden glicerol) si L-izopropiliden glicerol
(sn-2,3-izopropiliden glicerol) (H. O. L. Fischer si E. Baer, 1937; E. Baer si
H. O. L. Fischer, 1939). Acesti derivati ai glicerolului substituiti asimetric i
optic activi au devenit substante cheie in sinteza gliceridelor si fosfolipidelor
optic active. Pe de alta parte, in virtutea relatiei lor stereochimice cunoscute cu
D- si L-gliceraldehida, a devenit posibila stabilirea configuratiei gliceridelor si
fosfogliceridelor naturale.

D- si respectiv L-izopropiliden glicerolul se obtin in felul urmiator: D- si
respectiv L-manitolul reactioneaza cu acetona in prezenta clorurii de zinc;
1,2-5,6-diizopropiliden manitolul rezultat este clivat oxidativ cu tetraacetat de
plumb. Produsii de oxidare, doi moli de izopropiliden D-gliceraldehida sau doi
moli de izopropiliden L-gliceraldehidd, dau prin reducere catalitici
D-izopropiliden glicerol (sn-1,2-izopropiliden glicerol) si respectiv
L-izopropiliden glicerol (sn-2,3-izopropiliden glicerol):

_CHy
O=C
~ HC OCH
. ; 3
D-manitol —— M3, Ne”” ] 2
H3c/ NocH
HOGH . PBOOCCHy),
4
H’C H
HC y CHy
CO/ \CI-13
e 1,2-5,6-Di-izopropiliden
I /OICH‘Z D-manitol
TN
H OCH Ni, H, HyfOH
CH=O —_—> 2 HC o\ CHj
CHO 1 >l
H,CO C
H;CO\ -3 ) H
Lo CHy
[zopropiliden D-izopropiliden glicerol (sn-1,2-
D-gliceraldehida izopropiliden glicerol)
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CHj H2CO\C/CH

3
v
+ O-C\ HEo \CH3 ’
i CHs | Pbi(100C CH3)
{-Manitol > HEOH AT
HOCH
H3C\ /OFH
U
1,2-5,6-Di-izopropiliden
'2(|: -0 _CHy
-0
H
CH=0 Ni (IZHzo
1, H2
CHO
] ———=12 H,C _OCH
HC. . _OCH /c\ |
~~ ot H,C OCH
i ~Izopropiliden glicero
Izopropoliden li
L-glicerinaldehidi (sn-2,3-1zopropiliden

glicerol)

Fosforilarea D-izopropiliden glicerolului cu oxiclorurd de fosfor si chinolina,
urmat de indepartarea gruparii protectoare prin hidroliza acida blanda, duce la
acid L-at-glicerolfosforic pur cu o rotatie specificd de -1,45° (in acid clorhidric
2N). Rotatia specificd are o valoare scizuta dar prin metilarea exhaustiva a sarii
de argint a acidului o-glicerolfosforic cu iodura de metil si carbonat de argint
rezultd dimetileterul o-glicerofosfatului de dimetil, cu o rotatie specifica
considerabil mai ridicat3 si anume egald cu -4,8° (Fig. 2.4.).

H c - OH POCI; H,ZC —0PO HQ HidrolizX acidi
e bliandi
Hi:O\ / Py HfO /CH =
/ \ /S \
H.LO
F HCO "3

D- Izoprop1hdeng11cerol

o : D-Izopropilidenglicerol glicerol 1-fosfat
(sn-1,2-Izopropiliden glicerol)

(sn-Izopropiliden glicerol 3-fosfat)

HOCH, H,COCH,
CH,I |
HOCH - H,COCH
|
H,COPO H, H,COPO(OCH,),
Acid L-o-glicerofosforic (Acid Eterul dimetilic al esterului dimetilic
sn-3-glicerol fosforic) al acidului L-a-glicerol fosforic

Fig. 2.4. Sinteza L-o-glicerolfosfatului
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Odati preparat unul dintre cei doi stereoizomeri ai acidului o-glicerolfosforic
i s-a stabilit configuratia dupa cum e indicat In urmatoarele reactii:
CH=0 CH=0 H,COH

| | |
HCOH ——  HCOH ——— HCOH

H,COH H2C0P03H2 H2C0P03H2
D-Glicerinaldehidd 4 D-glicerinaldehid 3. Acid D-a-glicerol fosforic
1 fosforic (Acid sn-1-glicerol fosforic)
CIH:O
liden-D-elicerinaldehids
H(i 0 5 /CH3 . 1zopropiliden-D-glicerinaldehidi
H,C0” CH,
CHz0 CHyOH CH0POH,
H + HC HCO CH
i v o e
b
H—ZCO/ CHy HCO” SCHy  HCo” CH,
Izopropiliden D-Izoproplhden glicerol Acid D-Izopropiliden glicerol
D-glicerinaldehidd  (sn-1,2-Izopropiliden glicerol) fosforic (sn-1,2-Izopropiliden

glicerol-3-fosfat)
H,COPO,H,
|

E— HCOH

|
H,COH
L-o-Glicerol fosfat (sn-3-Glicero! fosfat)

Dupi cum se poate observa din reactiile de mai sus acidul fosforic este
atasat la gruparea hidroxil formata prin reducerea grupérii carbonil a izopropiliden
D-gliceraldehidei (regasitd in D-izopropiliden glicerol). Acidul fosforic se giseste
deci 1n pozitia opusa cu cea ocupati de acidul fosforic din D-gliceraldehid-3-
fosfat sau produsul sau de reducere D-o-glicerolfosfatul. Prin urmare fosforilarea
D-izopropiliden glicerolului d3 acid L-oi-glicerolfosforic. Comparand activititile
optice ale derivatului dimetil-ester dimetil-eter al acidului L-o-glicerolfosforic
sintetic cu al derivatului dimetil-ester dimetil-eter al acidului glicerol-fosforic
obtinut prin hidroliza lecitinei naturale s-a dovedit c3 in constitutia lecitinei
intrd acidul L-o-glicerolfosforic.

oi-Glicerilfosforil colina a fost preparat3 din autolizate de pancreas bovin
(G. Schmidt si colab., 1945); un procedeu de sintez3 al acestui compus a fost
realizat de catre Baer si Kates (1948) Fig. 2.5.).
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OC_H
H.COH FO é/ 65

2
Co_ /CH (GyHs 0 FOC, oHy

HZCO/ \CH Chinolini

I\c/

AN
HZCO CH3

D-Izopropiliden ghcero]
(sn-1,2-1zopropiliden 0 OCBHS

glicerol Il /

A -
H,CO — P~ OCH'ZCH'ZN (CH3)3C|

* - 21 1. Pt, H
HOC (CHy3CI N
HZCI-PIZN H3) HIC O\C /CH3 ]2 HI_iId{OSIizzﬁ5
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L-o-Glicerilfosforilcolind
(sn-3-Glicerilfosforilcolind)

Fig. 2.5. Sinteza L-o-glicerilfosforil colinei (sn-3-Glicerilfosforilcolinei).

Au fost sintetizate deasemenea L-oi-glicerilfosforil etanol amina si
L-o-cefalind (E. Baer si colab., 1953) precum si L-o-lecitina (E. Baer si
M. Kates, 1950). Comparatia intre L-o-glicerilfosforilcolind si
L-o-glicerilfosforiletanolamin3 sintetice, pe de o parte, (E. Baer si H. C. Stancer,
1953) si respectiv compusii corespunzitori obtinuti din surse naturale, pe de
altd parte, au ardtat identitatea acestora. Astfel rotatia specificd a
L-a-glicerilfosforilcolinei sintetice este egald cu rotatia specifici
2 glicerifosforilcolinei naturale iar rotatia specificd a L-o-glicerilfos-
foriletanolaminei sintetice este egald cu a glicerilfosforiletanolaminei
naturale. S-a confirmat astfel structura tip o si configuratia L a lecitinei si
cefalinei naturale.

S-a preconizat ca metodele de sinteza a lecitinei si cefalinei s3 demonstreze
relatia stereochimica a fosfolipidelor sintetice cu compusii stereochimici de
referintd D- si L-gliceraldehida. Atat sinteza L-oi-lecitinei cét si L-o-cefalinei
Necesitd ca substantd de pornire D-o, B-digliceride. Prepararea acestora
(. Sowden si H. O. L. Fischer, 1941) este schitat3 in Fig. 2.6.
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H.ZCOH HCO ~CH 6I-I5 HZ?O-CHéZGHS

HCO\ _CHy TR H!ZO\ H HC OH

Na H.COH
zco/ N CHy, H co/ ?
RCOOCH2 RCOOCH2
R-COC1 | Hz’Pd l (CGHSO)POC12
— > RCOOCH —— RCOOCH _—
Py I |
CHZO-CH2C6H5 CHZOH
sn-1,2-Diglicerid
RCOOCH2 + RCOOCH2
| HOCHZCHzN(CHa)BCI‘ |
RCOOCH 0 — RCOOCH
-HCI
| I /Pt - C.H P +
CHZO -P-Cl e 66 CH_ZO P- OCHICHzN(CH})aCI'
| |
OCGH5 OH
L-o lecitind
VIII (sn-3-Fosfatidilcolin)

Fig. 2.6. Sinteza L-o-lecitinei (sn-3-Fosfatidilcolinei).

Izopropiliden glicerolul a fost convertit la eterul benzilic cu ajutorul sodiului
si bromurii de benzil. Gruparea protectoare izopropiliden a fost apoi indepartati
prin hidroliza acid3 iar acizii grasi au fost introdusi prin acilare cu cloruri acide
si piridini. Tndepiartarea gruparii benzil prin hidrogenoliza catalitic a dus la
D-o, B-diglicerida. Acestea au fost fosforilate (E. Baer si M. Kates, 1950)
(Fig. 2.6) cu fenil fosforil diclorura in piridina. Esterul fenil al clorurii acidului
fosfatidic a fost esterificat cu colin clorurd iar esterul fenil obtinut al lecitinei a
fost supus hidrogenolizei catalitice pentru indepirtarea radicalului fenil. in acest
fel au fost preparate o serie de L-oi-lecitine omoloage cu acizi grasi Intre 6 si 18
atomi de carbon (E. Baer si J. Maurukas, 1952; E. Baer, 1953; E. Baer si
V. Mahadevan, 1959). L-o-(Dipalmitoil) lecitina sintetica si o dipalmitoil-lecitind
izolata din Cysticercus fasciolaris (A. Lesuk si R. J. Anderson, 1941) si din
organe (plamén, splind si creier) bovine (S. J. Thannhauser si colab., 1946,
1948) s-au dovedit a fi identice. Prin urmare fosfolipidul natural posedi structur
o si configuratie L. Aceeasi structur3 si configuratie au fost atribuite lecitinel
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din galbenus de ou, intrucat la hidrogenare catalitica aceasta di o distearoil
lecitind care este identica in toate privintele cu L-o-(distearoil) lecitina sintetica.
Sinteza L-o-cefalinei (E. Baer si colab., 1951, 1952) seamina cu cea
a lecitinei:
0]
I - HCI
Vill + HOCH,CHNH - C - OCH,CH, ———

Derivat carbobenzoxi al etanolaminei

RCOOCH,
|
RCOOCH O 0
|l I Pt, Pd, H,
H,CO - P - OCH,CH,NH - C - OCH,C H, —
I
OC,H,
RCOOCH,
|
RCOOCH O

|l
H,CO - P - OCH,CH,NH,
I
OH
L-c-cefalina
(sn-3-Fosfatidil etanolamind)

Pentru a evita fosforilarea gruparii amino aceasta a fost protejati cu o
grupare carbobenzoxi. indepartarea simultan3 a gruparilor fenil si carbobenzoxi
prin hidrogenoliz3 catalitici a dus la cefalind. Au fost preparate o serie de
L-o-cefaline cu acizii: stearic, palmitic, miristic si caproic. Una dintre acestea,
L-o-(distearoil) cefalina, s-a dovedit identicd cu o cefalini izolatd dintr-un
amestec de fosfolipide hidrogenate din galbenus de ou. Prin urmare cefalina si
lecitina din gilbenus de ou poseda structura o si configuratie L.

Sinteza fosfatidil serinei (E. Baer si J. Maurukas, 1955), care fusese
descoperita de Folch (1941, 1949), a decurs similar: s-a inceput cu sinteza
L-o-fosfatidil-L-serinei (Fig. 2.7). D-o, B-Distearina a fost fosforilata cu
fenil-fosforildiclorura si piridina iar compusul rezultat a fost pus n reactie cu
esterul benzilic al N-carbobenzoxi L-serinei, formandu-se o noud legitura ester
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fosfat. Indepirtarea simultana a celor trei grupdri protectoare, prin hidrogenoliza
catalitica, a dus la distearoil L-o-glicerofosforil-L-serind. Acest compus si
produsul de reducere al fosfatidil serinei din creier bovin s-au dovedit compusi
identici. Fosfatidil serina este deci a treia clasd majord de fosfolipide naturale
care posedd structura o si configuratia L. Deoarece plasmalogenii poseda si ei
aceasti structurd si configuratie este cert ca structura o si configuratia L sunt
comune pentru toate fosfoglicerolipidele naturale (Fig. 2.8).

Prin metode similare a fost sintetizatd fosfatidil treonina (E. Baer si
F. Eckstein, 1962); compusul a fost gasit apoi in gilbenus de ou (D. N. Rhodes

0 COOCH,CH,

VIl + CH.CH,OC-NH-CH —
|

CH,O0H
RCOOCH, 0 COOCH,C H;
| | | Pt, Pd, H,
RCOOCH O CH,CH,0C - NH - CH -
| |
H,CO- P 0 CH,
|
OC H,
RCOOCH, COOH

| |
RCOOCH O HN - CH
| |
H,CO - P— O— CH,
|
OH
L-o-Fosfatidil-L-serind
(sn-3-Fosfatidil-L-serini)
Fig. 2.7. Sinteza L-o-fosfatidil-L-serinei (sn-3-fosfatidil-L-serini)

CH,0CH = CH - R
|
RICOOCH O

| I +

CH,O - P - OCH,CH,N(CH,),Cl"
|
OH

Plasmalogen
(sn-1-Alchenil-2-acil-3-fosforilcolini-glicerol
Fig.2.8.Configuratia L- a plasmalogenilor.
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si C. H. Lea, 1957) si In musculatura pestelui tuna (H. Igarashi si colab.,
1957, 1958). In acelasi timp au fost sintetizati N-monometil-cefaling si N,
N-dimetil-ccfalind (E. Baer si S. K. Pavanaram, 1961), compusi intermediari in
biosinteza lecitinei, de la cefalina prin metilarea progresiva a gruparii amino.

fntrucat in naturi au fost gisite fosfolipide contindnd doi acizi grasi
nesaturati identici (D. J. Hanahan si M. E. Jayko, 1952) s-a realizat si sinteza
L-a-(dioleoil) lecitinei (E. Baer si colab., 1956). Sinteza a decurs astfel:
D-izopropiliden glicerolul a fost fosforilat cu fenilfosforil diclorurd si chinolina
iar izopropiliden L-at-gliceril (fenil) fosforil clorura rezultata a fost esterificata
cu etilenclorhidrind (HOCH,CH,C) in piridind. Din produsul de reactie a fost
indepartata gruparea fenil prin hidrogenoliza catalitici iar gruparea izopropiliden
prin hidroliz3 acida blanda. L-o-Glicerilfosforil etilen clorhidrina obtinuta astfel
a fost acilati, ca sare de bariu, cu cloruri de oleoil; tratarea produsului de reactie
cu trimetilamin3 a dat L-a-(dioleoil) lecitina.

A fost pus la punct deasemenea un procedeu care permite atat obtinerea
lecitinelor saturate cdt si nesaturate (E. Baer si D. Buchnea, 1959). Lecitina a
fost ob{inuta in acest caz prin acilarea L-at-gliceril fosforil colinei, sub forma de
complex al clorurii de cadmiu, cu clorura acidd a acidului gras saturat sau
nesaturat in prezenfa piridinei. Reactia de acilare decurge rapid, la temperatura
scizuta, si da cu randamente bune L-oi-lecitina saturata sau nesaturati.

Au fost elaborate metode de sintezi a cefalinelor nesaturate, mai precis a
L-o-(dioleoil) cefalinei (E. Baer si colab., 1963; E. Baer si J. Blackwell, 1964)
care se preteazi atdt la obfinerea o-cefalinelor saturate cit si nesaturate. Prin
fosforilarea D-izopropiliden glicerolului cu oxiclorura de fosfor si chinolina,
urmat de esterificarea diclorurii acidului izopropiliden a-gliceril fosforic cu
2-hidroxietil-ftalimid3, indepartarea gruparii izopropiliden prin hidroliza acida
blanda, acilarea sarii de bariu a L-o-glicerilfosforil-2-hidroxietilftalimidei cu
clorura acidi a acidului gras si Indepirtarea gruparii ftaloil prin hidrazinoliz3,
se obtine cefalina. S-au preparat astfel L-oi-cefalina continind acid stearic,
palmitic, oleic si linoleic.

fn natura se gasesc rar fosfolipide continind doi acizi grasi identici. Cel
mai adesea fosfolipidele naturale poseda doi acizi grasi diferiti, unul dintre eiin
multe cazuri nesaturat. De aceea a fost sintetizata o/’ -stearoil f-oleoil-L-o-cefalind
precum si izomerul acesteia (E. Baer si D. Buchnea, 1961). Fosforilarea
D-or-stearoil B-oleoil glicerolului cu oxicloruri de fosfor si chinolini di diclorura
acidului fosfatidic; acesta, prin esterificare cu ftaloiletanolamini in piriding,
formeazi N-ftaloilcefalind. Aceasta, prin tratare cu hidrazini, di o’-stearoil
B-oleoil-L-o-cefalina.
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Au mai fost sintetizati si alti esteri fosforici. Acestia includ acizii fosfatidici
si acizii bis-fosfatidici cu doi acizi grasi saturati sau nesaturati, identici sau
diferiti (E. Baer, 1952; E. Baer si D. Buchnea, 1958), fosfatidil gliceroli saturati
si nesaturati (E. Baer si D. Buchnea, 1958), acid bis-(L-o-gliceril) fosforic
(E. Baer si D. Buchnea, 1958), L-o-gliceril fosforil serina (E. Baer si
colab., 1959):

RCOOCH2 RCOOCH2 RCOOCH2
| | |
RCOOCH RCOOCH RCOOCH
| | I
H2C0P03H2 HZCO —P — OCH2
Acid L-o-fosfatidic - / \
(Acid sn-3-fosfatidic) HO O

Acid L-a-bisfosfatidic
(Acid sn-3-bis-sn-3-fosfatidic)

PROPRIETATI FIZICO-CHIMICE ALE FOSFOGLICERIDELOR
ST DERIVATILOR LOR

1. Acidul L-a-glicerofosforic se prezinta ca un lichid siropos, incolor, usor
solubil in apd, metanol, etanol, dar insolubil in eter. De obicei se obtine ca sare
de bariu, care este mai solubild 1n apd rece decdt in apé calda si precipitd in
forma cristalind cand o solutie rece este adusa la punctul de fierbere. Ca sare de
bariu L-a-glicerofosfatul nu are o activitate optica observabild. Acidul liber are
[0, = -1,45° (sare de bariu 10% in HC1 2N). Pentru aprecierea activitatii optice
s-a utilizat eterul dimetilic al esterului dimetilic sau derivatul etilic corespunzator
(E. Baer si H. O. L. Fischer, 1940).

Acidul glicerofosforic este remarcabil de rezistent la hidroliza apoasi in
prezenta acizilor sau alcaliilor. Pentru hidrolizd completa a fost necesari incalzirea
la 160°C in acid sulfuric 10% (G. L. de Siit6-Nagy si R. J. Anderson, 1947).

Unele fosfataze (din maduvi osoasi de sobolan, rinichi) hidrolizeazi acidul
o-glicerofosforic. In toate cazurile forma D este hidrolizata mai rapid decét
forma L.

2. L-o-Glicerofosforil-colina a fost izolata initial din autolizate de pan-
creas bovin (G. Schmidt si colab., 1945). S-a observat apoi ca hidroliza alcalind
blanda a lecitinei din ou duce la L-o-glicerofosforil colina (R. M. C. Dawson,
1956). O metoda usor accesibila de preparare a L-o-glicerofosforil colinei este
hidroliza lecitinei sub actiunea cataliticd a ionilor mercurici (N. H. Tattrie si C.
S. McArthur, 1955).
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L-o-Glicerofosforil colina este un compus cristalin de culoare alba cu p.t.
142-143°C (sinterizare la 141°C). Are [a]*, = -2,89° (c = 4,61% in apa). S-a
gasit ca 0,059 milimoli de compus consuma 0,0588 milimoli HIO, in 30 min,
ceea ce corespunde la un continut in glicol vicinal de 99,7% din teorie.

L-o-Glicerofosforil colina, ca si lecitina, formeaza un complex cu clorura
de cadmiu: (C,H,,0,NP),(CdCl,) sau C,H, O NP « CdCl, * 3 H,O.

3. L-a-Fosfatidiletanol-amina (cefalina). O moleculd de L-o-fosfatidil
etanol amina reactioneaza cu trei molecule de adenozil-metionina (vezi acolo),
in prezenta enzimelor respective, dand lecitin.

L-o-Fosfatidil etanol amina (cefalina) a fost purificata din fosfatide provenite
din soia (C. R. Scholfield si H. J. Dutton, 1955) sau din fosfatidele creierului
(J. Folch, 1942).

L—o—Fosfatidil etanol amina se prezintd ca un solid ceros de culoare
alb-gélbui. Analiza fosforului, azotului aminic (inclusiv reactia cu ninhidrina)
spectrul IR, indicele de ester, sunt metode utilizate in caracterizarea fosfatidil
etanol aminei.

L—a—Fosfatidzl-colina (lecitina). Mai multe enzime actioneaza asupra
lecitinei, produsul de reactie fiind in functie de tipul enzimei (Fig. 2.9).

Fosfolipaza A,
Fosfolipaza Al
{

CH,O00CR!
] Fosfolipaza D
R*COOCH o) l

l I
CH,0 - P - OCH,CH N(CH D.Cl

[ on

Fosfolipaza C

Fig. 2.9. Actiunea fosfolipazelor asupra lecitinei (In afari de aceasta lizolecitina
(I-acilglicerilfosfinico colina) este hidrolizati de citre fosfolipaza B).

Lecitina a fost extrasi indeosebi din galbenus de ou utilizind complexarea
cu clorurd de cadmiu (P. A. Levene si I. Rolf, 1927; M. Pangbom, 1950).
Metodele cromatografice au fost deasemenea utilizate (D. J. Hanahan si colab.,
1951; D. J. Hanahan si M. E. Jayco, 1952).

Lecitina pura este o substanta de culoare albicioas3, cu aspect parafinos si
extrem de higroscopica. In stare uscati poate fi adusa in stare de pudra dar
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absorbind ap# devine o masa ceroasa si lipicioasd. Expusa la aer §i lumina se
inchide la culoare si dezvolta un miros neplicut datoritd instabilitatii acizilor
grasi nesaturati. Nu are un punct de topire definit. Lecitina este usor solubila in
metanol, etanol, benzen, eter, eter de petrol, cloroform, tetraclorurd de carbon si
svlfurd de carbon. Este deasemeneca solubila in piridind, glicerol si acid acetic.
Este insolubila in acetat de metil si acetond. Lecitina continind acizi grasi saturati
(hidrolecitina) este insolubila in eter. Lecitina este usor hidrolizata de cétre acizi
sau alcalii.

Lecitina existd sub forma de zwitterion. Gruparea putemic acida neutralizeazi
intern gruparea puternic bazicd. Punctul izoelectric este 6,4 (H. B. Bull si
V. L. Frampton, 1936). Lecitina este optic activa: pentru (dipalmitoleil)-L-o-
glicerilfosforil colind (cr)” ) = +6,62°.

2.3.4.2. Sfingofosfolipidele

Sﬁng/ofosfolipidele sunt lipide ce contin In molecula lor sfingozina si fosfor,
de cele mai multe ori ca ester fosfat. Printre cei mai cunoscuti reprezentanti ai
sfingofosfolipidelor este sfingomielina.

SFINGOZINA
(D-Eritro-1,3-dihidroxi-2-amino-4-trans-octadecen)
N-Acilsfingozina (ceramidul), componenta a cerebrozidelor, sulfatidelor
si gangliozidelor, ia nastere prin reactia:
Acil-CoA + sfingozind = CoA + N-acilsfingozina,

in prezenta sfingozin aciltransferazei. Reactia de mai sus are loc imediat dupd
formarea sfingozinei aceasta fiind toxici pentru celule. Administrati wnui
organism viu sau In culturi de celule sfingozina este imediat fosforilata si clivatd
in doui fragmente: unul din doi carboni si celilalt din 16 carboni.Sfingozina a
fost descoperitd de citre Thudichum (1874). O metodi de preparare frecvent
utilizatd consta In hidroliza sfingolipidelor din creier bovin sau cordon spinal,
cu acid sulfuric metanolic (H. E. Carter si colab., 1947), Prin acest tratament se
obtineau insi si cantitdti considerabile de eteri metilici in pozitia 3 a sfingozinei
(H. E. Carter si colab., 1951). A fost elaborat si un procedeu de degradare a
cerebrozidelor la sfingozina care eviti folosirea acizilor tari (J. A. Rothfus, 1960).
Acesta se bazeazd pe oxidarea cerebrozidelor cu periodat, reducerea cu
borohidrurd de sodiu (NaBH,), degradare la ceramid si hidroliza alcalind
a ceramidului.
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Ceramidele izolate din ficat de porc (E. Frankel si A. Bielschowsky, 1932;
S. J. Thannhauser si E. Frankel, 1931), splind bovina (C. Tropp si
V. Wiedersheim, 1933), ficat (E. Klenk si O. von Schonebeck, 1932), plaman
(C. Tropp, 1935) au servit deasemenea ca sursa de sfingozina.

Se cunosc mai multe metode de sintezi a sfingozinei. Iatd doud dintre
acestea care constd In grefarea, pe un rest alifatic, a unui fragment dintr-un
compus natural la care configuratia carbonilor asimetrici este identica cu a
sfingozinei.

(1) Fragmentul mai sus-mentionat consta din aminoacidul L-serina, ca serinal
(H.-E. Radunz si colab., 1988):

Me
Me Me7k Boc
N —
"le S~ y-Boc LIC=C-GgHy
o i B 27 A_C=C—Ci3Hy
\/\(o THF £ 78°C \/Y
| OH
Me
Me
. . N—Boc
Li/NHgtichid /=7 HCI /MeoH
HO\/-:j/\/.CBH,z?
OH
D-inuo—sﬁngozinl

(11) Legarea unui fragment constand din ultimii patru carboni ai D-galactozei
laun radical alifatic, prin reactia Wittig, duce deasemenea la D-eritro-sfingozina
(P. Zimmermann si R. R. Schmidt, 1988):

Ph
H
Ph-CHO | Na JO4

D-ga]nctozﬁ —_— _—

HO OH

OH
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CiHz7 Sty
N3 / 5
= H.S/ Py C,H
HO\/EY\/C‘ 27— “O\A‘/\\/ 52
o OH

Proprietdti. Dupa cristalizare din acetat de etil, sfingozina se obtine
in formd cristalind, de culoare galbend care se Tnmoaie 70°C, birefringenta
persistand pani la 82°C. Spectrul IR arati absorbtii puternice la 1590 si
975 cm™! caracteristice pentru gruparea amino §i respectiv legéatura
dubla trans (C. L. Tipton, 1962). Sfingozina poate fi deasemenea cristalizat3
din eter etilic sau eter de petrol. Ea este usor solubild in acetond, etanol si
metanol dar insolubild in apa. Un compus adecvat pentru caracteri-
zarea sfingozinei este derivatul tribenzoil sau triacetil; ultimul are p. t.
101-103°C si [of] 2D4= -12°.

Pentru o caracterizare mai completd sfingozina se oxideazd cu NalO,
iar aldehida rezultatd este analizatd prin gaz-cromatografie (C. C. Sweeley si
E. A. Moscatelli, 1959).

H
CH,(CH,) — C = C - CH-CH-CH,0H + 2 Nal0, —
H

OH NH,
H
CH,(CH,),,C = C - CH = O + HCOOH + NH, + CH, = 0
H
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SFINGOMIELINA
(CERAMID-FOSFORILCOLINA)

Sfingomielina este hidrolizata de catre sfingomielinaza, produsii de reactie
fiind fosforilcolina si ceramidul:

0 = C(CH,),CH,
|

O NH OH

., RN
CI'[(CH,),NCH,CH,0 - P - OCH,CH - CH

| AN /H

OH /C =C
H (CH),,CH,
+H,0
Sfingomielinaza
O=C-R
| |
NH OH
. o
CI'[{CH,),NCH,CH,OPO,H, + HOCH, - CH -CH /H
Fosforil colin3 C=C
/\
H (CH,),,CH,
Ceramid

Primele metode de preparare a sfingomielinei din surse naturale implicd
fractionarea cu solventi §i hidroliza alcalini bland3 pentru indepartarea
fosfogliceridelor (H. E. Carter si colab., 1947; S. J. Thannhauser si colab., 1946).
Metodele cromatografice pe silicagel au fost deasemenea utilizate; o sursd
avantajoasa de sfingomielina o constituie eritrocitele bovine care au un continut
redus in cerebrozide (M. B. Lees, 1957; D. J. Hanahan, 1961).

Elucidarea structurii sfingomielinei a definitivat cunoasterea structurii
sfingozinei precum si originea metabolic3 a acesteia; cu ajutorul unui preparat
enzimatic din creier de sobolan s-a demonstrat c3 serina (marcati cu **C total
sau numai‘la C-3) este Incorporati in atomii de carbon 1 si 2 ai sfingozinei in
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timp ce atomii de carbon 3 si 18 provin de la palmitoil-CoA (R. O. Brady si
G. J. Koval, 1958).

Sfingomielina a fost descoperita de catre Thudichum (1901) care a identificat
si produsii de hidrolizi a acesteia: acidul fosforic, acidul gras, colina §i 0 amini
secundard, sfingozina. Carter si colab., (1947, 1950) au stabilit pozitiile gruparii
amino §i a celor doud grupari hidroxil a sfingozinei si au propus structura acesteia.

Aceeasi cercetdtori au izolat din creier si din miduva spindrii
dihidrosfingozina care s-a ardtat a fi prezenta, impreund cu sfingozina, in
sfingomielina.

Levene (1916) a izolat, dintr-un hidrolizat partial de sfingomielina,
lignocerilsfingozina care este compusa din sfingozind si acid lignoceric unite
printr-o legdturd amidici. Prin analogie cu lecitina s-a presupus pentru
sfingomielind structura de mai sus. Rennkamp (1949) a relatat izolarea
sfingozinfosforil colinei si fosforil colinei din hidrolizate acide de sfingomielina.
Demonstrarea directd (G. Rouser si colab., 1953) a prezentei fosforilcolinei ca
produs de hidrolizi a sfingomielinei s-a realizat prin hidroliza cu acid clorhidric
in metanol urmati de extractia fosforilcolinei in faza apoasa si identificarea
cromatografica ulterioard. Acest compus poate fi usor identificat prin comparatie
cromatografici cu o prob3 autentici de fosforilcolina (obtinuta prin sinteza) si
prin identificarea acidului fosforic si colinei dupa hidroliz3 alcalind prelungita.
Colina si ortofosfatul au fost deasemenea identificati cromatografic.

Pentru determinarea punctului de atasare a fosforilcolinei la sfingozina s-a
utilizat o metoda bazatd pe hidroliza alcalina partiala si oxidarea cu periodat a
esterului sfingozin fosforic. Ludnd in considerare produsii de oxidare cu acid
periodic a sfingozinei s-au putut prevedea produsii de oxidare cu periodat al
unui derivat al acesteia. Sfingozin fosfatul si sfingozinfosforil colina sunt produsi
ai hidrolizei alcaline partiale a sfingomielinei. Actiunea acidului periodic asupra
sfingozinfosfatului si sfingozinfosforil colinei este ilustrata in Fig. 2.10. Cei
doi compusi au putut fi separati pe baza diferentei de solubilitate: sfingozin
fosfatul este solubil in eter de petrol iar sfingozinfosforil colina in cloroform. In
amestecul de oxidare a acestora cu periodat au fost identificati
glicolaldehidfosfatul si respectiv glicolaldehidfosforil colina. Sfingozinfosfatul,
compusul care contine fosfat si o grupare amino libera (reactia cu ninhidrina) d2
prin hidrolizd sfingozind si fosfat. Hidroliza sfingozinfosforil colinei da
sfingozina si fosforil colind. (O proba autentici de sfingozini a fost preparati
prin hidroliza totald a cerebrozidului). Produsii hidrolizei partiale a sfingomielinei
si oxidarea acestora sunt prezentate 1n Fig. 2.10.

Elucidarea structurii sfingomielinei prin metode hidrolitice a fost confirmati
printr-o metodd oxidativa. Pentru aceasta sfingomielina a fost hidroxilatd cu
acid performic. Produsul hidroxilat a fost izolat si gasit a fi mai solubil In metanol
decat sfingomielina originali. Totodata spectrul IR al produsului hidroxilat aréta
prezenta mai multor grupari hidroxil decat in sfingomielina.
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Sfingomielina hidroxilata a fost oxidata cu periodat; in amestecul de reactie
au fost identificati urmatorii compusi: (a) acidul formic, prin titrarea cu NaOH
si prin reactia Tollens pozitiva a distilatului; (b) aldehida miristica: rezidiul de
la distilarea amestecului de reactie a fost extras cu eter: prin reactie cu
2,4-dinitrofenil hidrazina a rezultat 2,4-dinitrofenil hidrazona aldehidei miristice
(p. t. 102-103°C); (c) L-serina: rezidiul apos, ramas dupa distilarea acidului
formic si extractia cu eter a aldehidei miristice, a fost tratat cu etilen glicol
pentru a distruge excesul de periodat iar apoi oxidat cu permanganat in conditii
blande; dupa hidroliza cu HCl a rezultat un compus care didea reactie pozitiva
intensi cu ninhidrina si avea o comportare cromatografica identica cu a serinei.

+ CH,0P0 ,H 0PO . H
N(CH,))01” e 3
I HC-NH CH
2 2
CH2 1 I
1 HC-OH HC=0
Sz - «  Glicolaldehid-fosfat
OPO.H i
32 HC-(CH,), ,CH, +
Fosforilecolind CH=0
N\\ Sfingozinfosfat i
o i
. N(CH,),)C1
| 33 HC—(CHZ)lchB
?H2 Trans 2-hexadecenal
?HZ C(CH,),,CH
_ 0=C(CH
? 0—?—(CH2)220H3 éH 0; 2273
H0—$=0 ?H ?H | éH
OCH,~ CH- CH H HOCH,-CH- L H
Nooc” ¢’
77N I
B (CH, ), ,CH
_ 2712003 Py
Sfingomielini H (CH2)12CH3
+
N(CHB)B)Cl-- N-Acil-sfingogini
| Ceramld%
CH2
| 0
CH, - + Il
[ NaIo Cl ((CHB)BNCH2CH20-P—OCH2—CH=O
o 4 I
—_—>
| . .
HO-P=0 NHZ OH OH .
H Colin-fosforil-glicolaldehida

|
OCHZ—CH—CH— g:C—(CHz)IECHB N
Sfingozin-fosforil-colind
B
0=CH—C=(FJ{—(CH2)120H3
Trans 2-hexadecenal
Fig. 2.10. Oxidarea cu periodat a unor produsi ai hidrolizei alcaline 2 sfingomielinei.
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Trebuie addugat ci dac3 o portiune din sfingomielina original era tratatd
n manicra descrisd mai sus, cu exceptia hidroxilarii cu acid performic, nu rezulta
nici acid formic nici serind. Schema reactiilor oxidative de elucidare a structurii

sfingomielinei sunt prezentate in Fig. 2.11.
b Sfingomielina

J/Hidroxilare cu HCOOH gi H202

0
] o+ _
CH3(0H2)12<':H— fﬁ— ('JH— ?H-mz-o-f-ocnzcuzn(c%) 301
OH OB OH KH OH
R-C=0
Sfingomielin& hidroxilatd

R
. j n + _
CHB(CH2)120H=O + HCOOH + O=CH—?H-CH2—0-f-OCHZCHz—N(CH3)3)01
NH OH

|
R-C=0

l.0xidare cu 101[.1104
2,Hidrolizd acidi

HOOC-CH-CH,0H RCOOH H3P04
| CAR 4 + +( )
NH Aci HOCH,CH,-N(CH c1”
2 gras 2772 3’3
L-Serind 0

n
HO- f—OCH C'HZ-N(CH3)3)01

OH
Fig. 2.11. Schema reactiilor oxidative de elucidare a structurii sfingomielinei.

Exista astdzi o mare varietate de metode de sinteza ale sfingomielinei. Una
dintre ele se bazeaza pe utilizarea compusilor cu ciclu oxazolinic (D. Shapiro si
colab., 1959; D. Shapiro, 1965).

Proprietdti. Sfingomielina provenita din eritrocite bovine este o
pudra amorfa de culoare alb3. Sfingomielina este stabila la oxidare si poate fi
pastratd cel pufin un an intr-un exicator la 4°C. Rotatia optica specificd este
(o] 25 =+9,76° (c=4 in CHC],-MeOH, 9:1). (Sfingomielina din inima bovina
are [OL]ZD8 =+49"(c=4%1n CHCl -MeOH, 1:1)(M. M. Rapport si B. Lerner,
1958)).

Spectrul IR aratd maxime de absorbtie la: 3,04, 6,1, 6,98, 8,2, 9,2, 9,55,
10,35 si 13,9 -u. Din spectrul IR al sfingomielinei izolate din surse naturale
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trebuie s3 lipseasca banda de 5,8 y (caracteristica lecitinei). Sfingomielina din
creier bovin (p. t. 170-171°C, desc.) prezinta in spectrul IR urmatoarele benzi:
6,09 si 6,45 (legatura amidica), 10,3 p (legitura dubla trans si legitura fosfat),
3,10 u (NH, intindere §i gruparea hidroxil cu posibile legaturi de hidrogen
urmati de deplasare), 13,85 p (hidrocarbura cu catend lungd) (G. Marinetti si
colab., 1953).

N-Lignoceril-sfingomielina sintetica (p. t. 213-216°C cu sinterizare
puternica la 180-190°C) prezintd urmatoarele benzi in spectrul IR: 3,01,
3,42, 3,50, 6,10, 6,42, 6,78, 8,12, 9,41, 10,33, 10,81, 12,01 pu (D. Shapiro si
colab., 1959).

Sfingomielina este rezistentd in mediu acid si alcalin: ldsatd peste noapte
in KOH 1 N sau in HCI 1N sau in acid formic 96% nu se hidrolizeaza nici la
colind nici la fosforil colind. Legitura ester fosfat din sfingomielind este mai
rezistentd la hidroliza decat cea din fosfogliceride.

2.4. GLICOLIPIDELE

Glicolipidele existente in tesuturile mamiferelor se impart in doud
categorii majore:

- glicosfingolipidele

- glicoglicerolipidele

Glicosfingolipidele sunt alcituite din sfingozina, acid gras si hidrati de
carbon iar glicoglicerolipidele contin glicerol, acid gras (sau alcool gras) si hidrati
de carbon.

Glicosfingolipidele pot fi subdivizate suplimentar in trei subgrupuri:

- glicosfingolipide neutre

- sulfato-glicosfingolipide, care contin o grupare ester sulfat pe fragmentul
glucidic

- gangliozide (glicosfingolipide care contin acid sialic).

2.4.1. Glicosfingolipide neutre (hexozil-ceramide)

Din diferite tesuturi ale vertebratelor (creier, maduva osoasa, rinichi, splina,
ficat, testicul) au fost izolate glicozil-ceramide. Cele mai studiate dintre acestea
sunt galactozil-ceramidul (galacto-cerebrozidul) si glucozil-ceramidul
(gluco-cerebrozidul).

2.4.1.1. Galactozil-ceramidul (Galacto-Cerebrozidul)

Galactozil-ceramidul este glicosfingolipidul predominant din materia albi
a creierului si maduvei spindrii si este 0 component3 caracteristici a mielinei.
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Galactozil-ceramidul da prin hidrolizd galactoz3, sfingozind si acid gras in
raportul molar 1:1:1. Totodatd galactozil.ceramidul nu prezinta caracterul
reducétor al glucidelor libere; prin urmare galactoza este legatd la ceramid
printr-o legaturd glicozidicd. Expunerea galactozil-ceramidului la acidul peri-
odic duce la distrugerea galactozei dar sfingozina rimane intacta.

In conditii adecvate acidul gras poate fi detasat din molecula galactozil-
ceramidului si rezultd galactozil-sfingozind (psihozina). Reactia psihozinei cu
acidul periodic duce atat la fragmentarea galactozei cit si a sfingozinei; analiza
fragmentelor de oxidare au demonstrat cé@ galactoza se leaga glicozidic de atomul
C-1 al ceramidului (in aceeasi pozitie in care se leagd colin-fosfatul in molecula
sfingomielinei).

Hidroliza galactozil-ceramidutui (si a psihozinei) de citre 3-galactozidazi
precum si spectroscopia IR si RMN au indicat ca galactoza se gaseste in
configuratia f3, inelul fiind de tip piranozic.

Prin urmare structura galactozil-ceramidului este urmatoarea:

H

o\}Tv°13“27

OH

o=?—(cng1s CHj
N

Galactozil-ceramid (Galpl-1’Cer)

Reactiile de mai sus, care au dus la clarificarea structurii galactozil-
ceramidului, sunt indicate in Fig. 2.12.

2.4.1.2, Glucozil-ceramidul (Gluco-cerebrozidul)
Glucozil-ceramidul a fost izolat pentru prima oard din splina pacientilor
cu boala Gaucher. S-a constatat ulterior ca splina si ficatul pacientilor,
care suferd de aceastd maladic geneticd, contin cantititi mari de

glucozil-ceramid. Acest compus este un constituent normal al tesuturilor si
fluidelor extraneurale.
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Fig. 2.12. Reactii care au dus la elucidarea structurii galactozil-ceramidului
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Argumente fizico-chimice similare au aratat cd structura glucozil-
ceramidului este urmatoarea:

OH
HO 0 O=(|:—(CI-L2)16,.CH3
l\iH
HO
OH

Glucozil-ceramid (Glc Bl-1’Cer)

O manier3 simpla de a distinge Intre galactozil-ceramid si glucozil-ceramid
o constituie cromatografia pe silicagel In comparatie cu cromatografia pe
silicagel continand acid boric: in primul caz cei doi compusi au acelasi R iar in
cel de-al doilea galactozil-ceramidul are o valoare R, mai micd. Explicatia este
urmitoarea: galactoza (din Gal-Cer) are doud grupiri hidroxil cis care
interactioneazd cu acidul boric in timp ce derivatul glucozei nu suferd
aceastd interactie.

2.4.2. Sulfato-glicosfingolipidele

Sulfato-glicosfingolipidele cuprind glicosfingolipide sulfatate in portiunea
glucidica a moleculei. Cu toate ci se cunoasc glicoglicerolipide sulfonate, legitura
chimici C-S nu a fost gasitd pana acum In cazul glicosfingolipidelor.

2.4.2.1. 1-O-Galactozilceramid 3-sulfatul

Acest compus (GalCer I*-sulfat; sulfatid; sulfato-galactozilceramid,
cerebrozid sulfat) a fost izolat din creier uman de citre Thudichum (1884)care,
1-a numit sulfatid. Blix (1933) a obtinut acelasi compus din creier si a prezentat
dovezi ci el contine 4-sfingenind, acid gras legat ca amida si galactoza esterificatd
cu acid sulfuric. S-a presupus initial ci pozitia gruparii sulfat este la hidroxilul
6 a restului de galactoza (G. Blix, 1933) dar ulterior, Yamakawa si colab.(1962)
precum si Stoffyn (1963) au stabilit ca esterificarea sulfatului este la hidroxilul
din pozitia 3 a galactozei. A rezultat aceasta pe baza studiilor de permetilare si
rexistenta unitatii galactoza la oxidare cu periodat. Pentru aceasta Taketomi i
Yamakawa (1964) au sintetizat GalCer 6-sulfat, prin reactia dintre GalCer din
creier bovin si acid clorsulfonic. S-a obtinut un compus cu p. t. 165-170°C,
(o), =-0,4" (2,4% 1n piridind). Spectrul IR al celor doi esteri sulfat, natural si
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sintetic, era aproape identic. La oxidarea cu periodat, insd, rezultatele erau
complet diferite, dupa cum rezultd din Tabelul 2.9.

Tabelul 2.9.
Oxidarea cu periodat a sulfatidului natural si sintetic
. Galactozd %
Compus
Netratat Tratat
GalCer 20,5 0
GalCer sulfat natural 18,5 18,0
GalCer sulfat sintetic 18,3 0

Experimentele de permetilare au dat rezultatul urmator: metilglicozidul
permetilat obtinut din GalCer sulfat natural s-a dovedit a fi metil-2,4, 6-trimetil-
galactozid in timp ce din GalCer sulfat sintetic s-a obtinut metil-2,3,
4-trimetilgalactozid (T. Taketomi si T. Yamakawa, 1964). Aceste rezultate au
demonstrat ca sulfato-monohexozil-ceramidul natural este GalCer 3-sulfat.
Galactoza are configuratia 3, dupd cum arata spectroscopia in IR si hidroliza
enzimatica cu [3-galactozidaz.

Structura GalCer 3-sulfatului este urmatoarea:

Ho OH
0 = C—(CH)iCHy

H

HO, SO

uninZ __

oH O NPT,

OH
GalCer 3-sulfat

GalCer 3-sulfatul se acumuleazi Tn cantititi anormal de mari in sistemul
nervos central si rinichi la pacientii cu leucodistrofie metacromatica, o boald
concretizatd In demielinizarea difuzd (H. Jatzkewitz, 1960). Rinichii contin in
mod normal concentratii inalte din acest glicosfingolipid (E. Martensson, 1966).
GalCer 3-sulfatul este deasemenea prezent in carcinomul gastric uman si in
intestinul subtire de cdine precum si in intestinul si mucoasa gastricd porcind
(B. L. Slomiany si colab., 1974).
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2.5. NUCLEOTIDELE

Nucleotidele sunt unititi structurale ale acizilor ribonucleici (ARN) si ale
acizilor deoxiribonucleici (ADN). Nucleotidele sunt produsi de condensare a
fractiunii glucidice din nucleozide cu acidul ortofosforic. Prin urmare nucleotidele
sunt nucleozid fosfati. Acizii nucleici (ADN sau ARN) dau produsi de hidrolizi
in functie de conditiile de reactie (Fig. 2.13).

NH, aq la 115°C sau Ba(OH),
—> Nucleotide
l sau NaOH T

Fosfodiesteraze

Acid nucleic
(ADN sau ARN)

! MgO in solutie, t'C — Nucleozide + Pi

acid mineral
Glucid + Purine + Pirimidine

Fig. 2.13. Hidroliza acizilor nucleici.

2.5.1. Nucleozidele

Nucleozidele sunt glicozil-amine ale D-ribozei sau 2-deoxi-D-ribozei si
bazele azotate purinice sau pirimidinice.

2.5.1.1. Glucidele din acizii nucleici

fn acizii nucleici au fost gisite doud monozaharide: D-riboza in acizii
ribonucleici (ARN) si 2-deoxi-D-riboza In acizii deoxiribonucleici (ADN).
Structura D-ribozei este cunoscuti din sub-capitolul Hidratii de carbon. In
nucleozide si in derivatii acestora (nucleotide, derivati nucleotidici, ARN)
D-riboza se giseste sub forma de 3-D-ribofuranoza:

HOCH» 0. OH
H H
H H
B-D-Ribofuranozi OH OH

Structura 2-deoxi-D-ribozei rezulti din reactiile urmitoare: oxidarea gruparii
carbonilice la grupare carboxil urmati de decarboxilare duce la 4-deoxi-L-
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eritritol. Pe de altd parte oxidarea 2-deoxi-D-ribozei cu acid periodic decurge in
felul urmator:
CH=0 CH=0
| |
CH, CH,
I |
HCOH + 2HIO, —— CH=0
| +
HCOH HCOOH + CH,=0

|
H,COH
Ambele reactii sustin plasarea grupari metilen (deoxi) in pozitia doi.
fn ADN, 2-deoxi-D-riboza se giseste ca 2 -deoxi-B-D-ribofuranozi:
HOCH2,0, OH
‘H H
H H
OH H

‘

2-Deoxi-B-D-ribofuranozi
2.5.1.2. Structura nucleozidelor

Reactia de condensare dintre o baza azotatd (purinica sau pirimidinic) si
hidroxilul glicozidic al unui glucid (riboza sau deoxiriboza) da nastere la un
nucleozid. Pe de alta parte, hidroliza nucleotidelor cu amoniac apos la 175°C
sub presiune duce la nucleozide si acid fosforic; prin urmare in nucleozide baza
este legatd direct la glucid. Deoarece nucleozidele nu au caracter reducator
Inseamna ca hidroxilul glicozidic al glucidului este blocat prin legatura cu baza
azotatd, prin urmare nuclcozidele sunt glicozide. Identificarea atomului bazei
heterociclice care se leagd cu C-1 al glucidului s-a facut in felul urmator.

(1) La citidind punctul de legare nu poate fi nici atomul 3 nici atomul 4
deoarece citozina poseda o grupare amino liber3 in pozitia 4 si deci nu contine
un atom de hidrogen la N-3. Pe de alti parte citidina, prin tratare cu acid azotos,
este transformata In uridind (prin aceastd reactie gruparea amino din pozitia 4 a
citozinei devine grupare hidroxil); rezultd de aici c4 restul glucidic este legat in
aceeasi pozitie atat In citidini cét si in uridina. In plus, deoarece uridina formeazi
un derivat 5-bromo rezulta cd atomul C-5 este liber. Daca uridina este tratati cu
exces de brom, urmat de reactia cu fenilhidrazina, se obtine un derivat al uridinei
care contine doud grupiri fenil-hidrazino. Compusul are structura (I) si s-a aratat
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ca acest compus poate fi obtinut numai daca uracilul este substituit, in cadrul
uridinei, in pozitia 1 iar pozitiile 5 si 6 sunt libere.

0
]

H NHNHPh
l |
v/

07 N7 NHNHPh

!
1)) C5Hg0,

Prin urmare glucidul este atasat la N-1. Intr-o manierd similari s-a
demonstrat cd nucleozidele pirimidinice (ribonucleozidele si
deoxiribonucleozidele) au restul glucidic legat 1a N-1. Acest mod de legare a
fost confirmat atat prin sintezi cdt si prin difractie cu raze X.

(ii) In cazul nucleozidelor purinice adenozina are o grupare amino in pozitia
6; prin urmare glucidul nu se poate lega la C-6 sau N-1 (similar cu citidina). in
guanozind deoarece guanina are o grupare amino In pozitia 2 glucidul nu poate
fi legat la C-2 sau N-3.

In plus, cAnd guanosina este tratati cu acid azotos rezulti xantosina, iar
aceasta prin metilare cu diazometan, urmata de hidroliza, di teofilini
(1,3-dimetilxantind). Prin urmare, pozitiile 1 si 3 din guanozini sunt libere.
S-a gasit, totodata, ci cele dou ribonucleotide purinice sunt hidrolizate cu viteza
comparabila de cétre acizii diluati sau enzimatic; rezulta de aici cd restul glucidic
este legat Tn aceeasi pozitie In ambele nucleozide. Raman acum disponibile
pozitiile 7,8 si 9 ca posibile puncte de legare. Pozitia 8 este exclusa, deoarece ar
implica o legiturd C-C; aceastd legiturd este mult mai stabild decat legitura
glicozidica din nucleozide care este hidrolizatd usor cu acizi diluati.

Riamane sa discemem acum intre pozitiile 7 si 9. S-a observat ca spectrul
de absorbtie UV al guanosinei este foarte asemanator cu cel al 9-metilguaninei
sidifera de cel al 7-metilguaninei. Prin urmare, guanosina este 9-guanin glicozid.
Legarea glucidului in pozitia 9 la adenind si guanind a fost confirmata si prin
sinteza.

Trebuie precizat ca glicozidele in sens strict se obtin prin eliminarea unei
molecule de apd Intre un hidroxil glicozidic si o grupare hidroxil. Prin urmare,
nucleozidele nu sunt glicozide, ci glicozilamine; mai precis, ele sunt denumite
ribozilpirimidine si ribozilpurine.

Natura ciclului glucidic. Tatd doud argumente distincte care sustin cd
glucidul se giseste In forma furanozici in nucleozide.

(i) Metilarea unui ribonucleozid, urmat3 de hidroliz3, di trimetilriboz3 care
formeaza prin oxidare acid dimetilmezotartric. Rezulti de aici ci riboza se giseste
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ciclu furanozic; daca se gésea in ciclu piranozic produsul final ar fi fost acidul
trimetoxiglutaric (vezi si Hidratii de carbon). Reactiile sunt urmatoarele:

00—
| Me SO | 0 |
>N,-CHCHOHCHOHCHCH,0H ——5> N,-CHCH(OMe)CH(OMe)CHCH,0Me

0
. | ©)
24, CHOHCH(OMe)CH(OMe)CHCH,0OMe — HOOCCH(OMe)CH(OMe)COOH

(i) Oxidarea unui ribonucleozid cu acid periodic consuma o molecula de
reactiv si rezultd doud grupari aldehidice fard pierdere de atomi de carbon.

Inelul furanozic al deoxiribozei a fost dovedit de faptul ca
deoxiribonucleotidele nu reactioneaza cu acidul periodic; prin urmare, in structura
respectiva nu existd doud grupari hidroxil adiacente (ele ar exista daca inelul ar
fi piranozic).

Configuratia legdturii N-glicozidice. S-a gasit, prin mai multe metode, cd
legatura furanozicd N-glicozidicd este in configuratia B. Astfel, prin oxidarea
adenozinei cu acid periodic s-a ajuns la un produs identic cu cel obtinut prin
oxidarea cu acid periodic a 9-3-D-mano-N-piranoz! adeninei (un purin nucleozid
de sintez3):

N9 N9 N9
l | |
HC HC HC
o | |
HOCH CH=0 CHOH
HIO
| HIO, o . o
HCOH CH=0 CHOH
| | l
HCOH CH — HC
| | I
HC —— CH,OH CH,OH
I Adenozini
CH,0H

9-B-D-Mano-piranosiladenini

S-a confirmat, pe aceasti cale, din nou, c3 in nucleotidele purinice legitura
glicozidic3 este la N9. Prin urmare, ribonucleozidele si deoxiribonucleozidele
au structura indicatd in Fig. 2.14, iar denumirile in Tabelul 2.10.
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s QG 38 QX

HOCH2 0\ ~
v

Fig. 2.14. Structura ribonucleozidelor si deoxiribonucleozidelor. Sus, ribonucleozide (de la
stinga la dreapta): uridini, citiding, adenozini, guanozini. Jos, deoxiribonucleozide:
timiding, deoxi-citidini, deoxiadenozini, deoxi-guanozini.

2.5.2. Structura nucleotidelor

Condensarea dintre un nucleozid si H,PO, produce un nucleotid, prin
urmare, nucleotidele sunt nucleozid fosfati. Trebuie adaugat ca termenul de
nucleotid este legat de un mare grup de compusi alcituiti din fosfatii
N-glicozidelor bazelor heterociclice, precum si din pirofosfatii si
polifosfatii acestora.

Hidroliza atentd a nucleotidelor duce, Intre altele, la ribozomonofosfat,
prin urmare, acidul fosforic este atagat la fractiunea glucidic3 a nucleotidului.
Pe molecula D-ribofuranozei exista trei puncte de legare: atomii C-2’, C-3’ si
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C-5’; toti trei izomerii monofosfat exista in realitate. In cazul moleculei de
2-deoxi-D-ribozi se cunosc doi izomeri monofosfat: la atomii de carbon

C-3 i C-5.

Tabelul 2.10.

Denumirea ribonucleozidelor, ribonucleotidelor, deoxiribonucleozidelor

si deoxiribonucleotidelor. Ribonucleozide si ribonucleotide

Baza azotatd Simbol Nucleozid Nucleotid
Uracil U Uridini Urdin 5°-fosfat
Acid §5’-uridilic; UMP*
Citozini C Citidina Citidin 5’-fosfat
Acid 5’citidilic; CMP
Adenini A Adenozini Adenozin 5’-fosfat
Acid 5’-adenilic; AMP
Guanini G Guanozini Guanozin 5’-fosfat
Acid 5’-guanilic; GMP
Hipoxantini Inozind Inozin 5’-fosfat
Acid 5’-inozinic; IMP
Xantind Xantosind Xantosin 5’-fosfat
Acid 5’-xantilic
Deoxiribonucleozide si deoxiribonucleotide
Baza azotati Simbol Deoxiribo- Deoxiribonucleotid
nucleozid
Timini Timidina** Timidin 5’-fosfat
Acid 5’-timidilic; TMP
Citozina d-Citiding*** Deoxicitidin 5’-fosfat
Acid 5’-deoxi-citidilic; dCMP
Adenini d-Adenozind Deoxi-adenozin 5’-fosfat
Acid 5’-deoxiadenilic; dAMP
Guanina d-Guanozini Deoxi-guanozin 5’-fosfat

Acid 5’-deoxiguanilic; dGMP

* Prescurtarea simpli UMP, CMP, AMP si GMP se referd intotdeauna la 5’-nucleotide.

**Nucleozidul timinei cu riboza se numeste ribozil-timidini, iar nucleotidul
corespunzitor rboziltimidin 5’-fosfat (Thd-5’-P).

*¥*d este prescurtarea lui deoxi si indic3 lipsa unei grupiri hidroxil.
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S-a utilizat un ansamblu de metode fizico-chimice pentru a distinge Intre
ribonucleozid-monofosfatii izomeri. Dintre cei trei izomeri numai ribonucleozid
5’-fosfatul este oxidat de citre acidul periodic. Mai departe, pentru a distinge
Intre izomerii 2’ si 3’ se procedeazd astfel: hidroliza menajatd a nucleotidului
duce la ribozo monofosfatul corespunzitor; acesta, prin reducere, devine
fosforibitol. Din ribonucleozid 3’ -fosfat rezulti 3-fosforibitol, iar din izomerul
2’-fosfat rezulta 2-fosforibitol:

CH,0H CH,OH
H(|30H H|COP03H2
H[COP03H2 H[COH
H(IZOH H('ZOH

(lZHZOH HZICOH

3-Fosforibitol 2-Fosforibitol

Cei doi poliol fosfati izomeri se deosebesc, pe de o parte, prin activitatea
optica: 3-fosforibitolul este lipsit de activitate optica, in timp ce fosforibitolul
este optic activ. Pe de altd parte, produsii de oxidare cu acid periodic a celor doi
fosforibitoli izomeri sunt diferiti:

CIl-IZOH CH,=0
+
HCOH CH=0

|

HCOPO H, + 2NalO, — H|COP03HZ
|

HCOH du-o

| +
CH,OH CH,=0
CH,OH CH,OH

| |
HCOPO,H, +2Nalo, —» HCOPOH,
| |
HCOH CH=0

|
HCOH +

| HCOOH
H,COH +CH,=0

Denumirile nucleotidelor sunt indicate in Tabelul 2.10.
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2.5.3. Conformatia nucleotidelor

Inelul furanozic al D-ribozei sau 2-deoxi-D-ribozei este aproape plan; mai
precis, seamand cu un plic, astfel Incdt unul dintre cei cinci atomi ai inelului se
plascazi succesiv in afara planului celorlalti patru atomi. In nucleotide atomii
care executd preferential aceastd deplasare sunt C-2’ s1 C-3’.

O descriere mai precisd a rezultat raportdnd pozitiile atomilor 2’ si 3’ din
inelul furanozic la planul format de atomii 1°, 4> si heteroatomul (oxigen).
Deplasarea deasupra planului (spre baza azotatd) este denumitd endo, iar
deplasarea in sens contrar exo. Conformatiile C-2’-endo si C-3’-endo sunt cel
mai des Intdlnite in nucleotide: ]

C_
\S<A\/N -
C-2-endo

Cu exceptia guaninei, bazele azotate purinice §i pirimidinice au molecula
plana. La guanind gruparea amino proemineazd deasupra planului general al
moleculei.

fn jurul legaturii glicozidice exist rotatie libera, astfel ci grupirile CO si
NH din pozitiile 2 si 3 ale inelului pirimidinic (respectiv, din pozitiile 1, 2 si 6
din inelul purinic) se pot situa in afara ciclului furanozic (conformatie anti) sau
deasupra inelului furanozic (conformatie sin). in nucleotide si n acizii nucleici
se Intalneste cel mai frecvent conformatia anti (D. Metzler, 1977). Prin urmare,
conformatia cea mai stabila termodinamic a nucleotidelor este urmitoarea:

0

0 [
N | | NH

GMP UMP

2.5.4. Producerea nucleotidelor si nucleozidelor

O sursi ieftind si usor accesibild de nucleotide (si nucleozide) o constituie
ARN din drojdii. Aceste organisme prezint3 avantajul ca produc ARN 1n cantitati
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apreciabile, iar ADN 1n cantitati mult mai mici. Prima etapa o constituie separarea
ARN. Hidroliza ARN cu fosfodiesterazi din venin de sarpe duce la un amestec
de ribonucleozid-5’-fosfati care sunt separati prin cromatografie de schimb ionic:
pirofosfataza din
ARN — 5’-AMP + 5’-GMP + 5°-UMP + 5’-CMP
venin de sarpe

O altemativa mai ieftind o constituie hidroliza chimicd (W. E. Cohn si
J. X. Khym, 1957). Pentiu aceasta, acizii ribonucleici sunt hidrolizati cu alcalii
diluate obtindndu-se 1zomerii 2’ si 3° (a 1 b) a celor patru nucleotide. Amestecul
de nucleotide este adsorbit pe un anionit adecvat (Dowex-1 sau Dowex-2,
Amberlite IRA-400 sau -410, 200-400 mesh, cu 8-10% divinilbenzen). Acizii
citidilici si adenilici sunt eluati consecutiv cu HCI 0,002 N, acizii uridilici cu
HCI 0,005 N, iar acizii guanilici cu HCI 0,0075 N. Dupa concentrare, fiecare
din cele patru fractii este separatd In nucleozid 2’- si nucleozid 3’-fosfat
printr-o altd cromatografie de schimb ionic pe un anionit.

Nucleozid 2’-fosfatii si nucleozid 3’-fosfatii se utilizeaza fie ca atare, fie
servesc la prepararea nucleozid 5’-fosfatilor. Pentru aceasta, nucleotidele sunt
hidrolizate la nucleozide si fosforilate selectiv in pozifia 5°. De ex. uridin
5’-fosfatul a fost sintetizat prin fosforilarea 2°, 3’-O-benziliden uridinei cu
difenilfosfocloridat. Gruparea benzilidenica a fost indepartatd prin hidroliza,
iar gruparea benzil prin hidrogenare (J. M. Gulland §i I1. Smith, 1947; M. Smith,
1961). Reactiile sunt urmitoarele:

0
HOGHyo. Y oty Cl—P/<CH2Ph
PhCH=GZnCi, [/ © CHyPh
[ —— '
0, go
Ph”
0
1
0.POCH
PhH?C_r—OCHZO V1 Hidroliza " 20 v
PRCH- _
2. Hy Pd
O\cﬁo 5-UMP
Ph—

Pentru prepararea 5°’-UMP s-a utilizat, in loc de 2°, 3’-O-benziliden uridin3,
2’, 3’-O-izopropiliden uridind (obtinuta prin reactia dintre uridina si acetond),
iar ca agent de fosforilare s-au utilizat: difenilfosfocloridat, oxiclorura de fosfor
sau acid polifosforic.
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CAPITOLUL 3
REACTIVI NATURALI SPECIALI (VITAMINE, COENZIME)

Reactivii naturali speciali reprezintad modalitatea prin care organismele vii,
utilizdnd in plus enzimele, realizeaza diferite reactii chimice. Este cvasiunanim
admis astdzi c3 vitaminele joacd, la nivel molecular, rolul de coenzine, reactivi
naturali speciali (D. Metzler, 1977). Alaturi de acest rol major s-au relevat si
alte functii de nivel molecular pentru ,,vitaminele" clasice.

3.1. FOSFOCREATINA (CREATIN FOSFATUL)

Fosfocreatina posedd o energie liberd standard de hidroliza egald cu
-10,3 kcal/mol. Deoarece A G°* de hidrolizi a fosfocreatinei este mai negativa
decit a ATP-ului (pentru reactia ATP — ADP + Pi, A G = -7,3 kcal/mol)
acest compus poate servi ca donor de fosfat pentru ADP:

Fosfocreatini + ADP — Creatini + ATP

Reactia este reversibila, echilibrul fiind puternic deplasat spre dreapta.
Fosforilarea ADP de citre fosfocreatina este o reactie importantd pentru refacerea
ATP consumat 1n contractia musculara (A. Lehninger, 1970).

Fosfocreatina, numita inifial fosfagen, a fost descoperitd in musculatura
(C. H. Fiske si Y. Subbarow, 1927). Drept ,,ghid" pentru urmarirea acestui
compus, pana la elucidarea structurii chimice, 1-a constituit labilitatea fosfatului
din molecula sa. Concentratia creatin fosfatului in musculaturi este 20 mM.

La scurtd vreme dupa izolare s-a realizat si sinteza chimica a fosfocreatinei
(K. Zeile si G. Fawaz, 1938; A. H. Ennor si L. A. Stocken, 1948, 1957).
Fosforilarea creatinei (acid N-metil guanidinoacetic) (ca sare de sodiu) are loc
cu oxiclorura de fosfor la pH alcalin (13,0-13,5) iar creatin fosfatul este izolat
ca sare de bariu. Sarea de bariu este convertita la sare de sodiu prin adaugarea
unei cantititi stoechiometrice de sulfat de sodiu. Purificarea sirii disodice are
loc prin cristalizare fractionat din etanol apos. Reactia de sintez3 este urmitoarea:

pH alcalin
HOOC-CH,-N-C-NH, + POCl, —— HOQC-CH,-N-C-NH-PO H,
Il -3HCI |l
H,C NH H,C NH
creatini creatin fosfat
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Proprietdti. La sintez3 unele preparate dau un produs care cristalizeaza
aciform i corespunde unui tetrahidrat. Mai frecvent se obtine hexahidratul care
cristalizeaza sub forma de placute hexagonale. Cantitatea de apa de hidratare
este variabild si depinde de temperatura la care s-a realizat uscarea creatin
fosfatului disodic. Tetrahidratul pare a fi forma cea mai stabila. Prin mentinerea
prelungita a hexahidratului, la temperatura de -10°C sub presiune redusa pe un
agent de uscare rezulti tetrahidratul.

3.2. ADENOZIN TRIFOSFATUL (ATP)

Acidul adenozin trifosforic este prezent Tn musculatura in repaus a
scheletului mamiferelor intr-o concentratie de 0,3-0,4 g/100 g tesut. ATP-ul a
fost izolat din muschi ca sare de argint, C, H,,0,,N.P.Ag, (C. H. Fiske i Y.

107713713

Subbarow, 1929) sau ca sare de bariu, C, ;H,0 ,N.P,Ba.6H,O (K. Lohmann,
1931). Concentratia ATP In probe 1n timpul purificarii a fost determinat3 prin
raportul dintre fosfatul usor hidrolizabil in acid 1a cald si fosfatul greu hidrolizabil
(obtinut prin mineralizare). Raportul dintre fosfatul usor hidrolizabil in acid la
cald (incélzire 7 min in HC1 N pe baie de apa la fierbere) si cel greu hidrolizabil
este de 2:1. Prin hidroliza acida (15 min la 100°C 1n acid clorhidric N) d4 adenin3,
D-ribozo-5-fosfat si fosfat anorganic in raport molar 1:1:2. Adenina a fost
caracterizata ca picrat, iar D-ribozo-5-fosfatul ca sare de bariu, C;H,0,.PO,Ba.

Prin hidroliza ATP cu hidroxid de bariu rezulta acid adenilic si pirofosfat
in timp ce hidroliza cu hidroxid de calciu di acid adenilic si fosfat; explicatia
diferentei intre cele dou hidrolize consti in proprietatea curioasi a hidroxidului
de calciu de a cataliza hidroliza pirofosfatului. Acidul adenilic a fost caracterizat
ca acid liber.

Prin diazotarea ATP cu azotat de sodiu si acid acetic s-a obtinut acidul
inozin trifosforic (K. Lohmann, 1932).

Din rezultatele de mai sus se atribuie pentru ATP structura urmitoare:

NH,y
V4
0 0 0
Il I [
HO—-—P—-0-— P—O—IF—OCH 0
| |
OH OH OH
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Raportul spatial dintre planul furanozic al D-ribozei si planul purinic al
adenozinei este aproximativ de perpendicularitate si acest raport spatial se
mentine $i In structura derivatilor ATP.

Una dintre sintezele ATP utilizeazd drept agent de deshidratare
diciclohexilcarbodiimida (J. M. Lowenstein, 1960; M. Smith, 1961):

0] 0

I |
Ad-O0-P-0-P-OH+HOPOH,+CH, -N=C=N-CH, -

611
(|)H OH Diciclohexilcar bodiimida

o o o
I
Ad-0-P-0-P-0-P-OH+CH,_ -NH-CO-NH-CH,

l | |
OH OH OH

Proprietdyi. Puritatea ATP implica analiza azotului, ribozei si fosforului.
Masurarea fosfatului anorganic si a raportului dintre fosforul hidrolizabil in
acid clorhidric N la 100° timp de 7 min si fosforul organic total servesc drept
criterii de puritate; raportul este de 2:3 pentru ATP deoarece numai doud grupari
fosfat se hidrolizeazd 1n aceste conditii.

ATP este stabil In solutii acide (de exemplu in acid tricloracetic 7%) la 0°C
cateva ore. La pH 6,8-7,4 este stabil la 0°C timp de o sdptimana.

ATP este optic activ: [a], = -24,58 (¢=1,268%) (K. Barrenschen, 1932).

Diciclohexil uree

3.3. COENZIMA A SI FOSFOPANTETEINA

Acidul pantotenic. Recunoasterea acidului pantotenic ca vitamina a rezultat
din studii asupra rolului ,,vitaminelor B complex" 1n prevenirea dermatitei puilor
de gdind. Investigarea nutritiei drojdiilor si bacteriilor lactice a sugerat existen’ga
unor noi factori de crestere. S-a conchis apoi cd@ un compus acid, prezent in
majoritatea ';esutunlor animale si vegetale, este responsab11 pentru toate trei
activitatile de mai sus. Compusul a fost numit acid pantotenic $i s-a gasit ca este
un constituent al coenzimei A si al unei grupari active din protema numita acyl
carrier protein (ACP):

HC H
||
HOCH, -C -C-CO-NH-CH, - CH, - COOH
||
H,C OH
acid pantotenic
Acidul pantotenic a fost izolat initial din ficat de oaie. Pentru aceasta
extractul de autolizat a fost tratat mai intdi cu pamant decolorant, care adsoarbe

0 serie de impurititi dar nu acidul pantotenic. Filtratul a fost agitat cu cirbune
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activ (Norit) care retine acidul pantotenic cantitativ. Desorbtia de la carbune
s-arealizat cu amoniac dupa care s-a preparat sarea brucinei; fractionarea acesteia
a dus la acidul pantotenic.

Acidul pantotenic se hidrolizeaza, incet in mediu bazic dar rapid in mediu
acid, la B-alanina si acid D-2,4-dihidroxi-3,3-dimetilbutiric (acid pantoic), ultimul
fiind izolat sub forma de y-lactona levogira.

Anionul acidului pantoic prefera in solutie o anumitd conformatie in care

substituentii stau de o parte si de alta a ciclului:

HE H +HY 0
:% | - - on>
HOCHZ—C'—?—COO -— CHy H =0
H3C OH
Acid pantoic CH3 OH

(Acid D-2,4-dihidroxi 2,2-dimetil butiric)

n molecula acidului pantotenic - care este dextrogir - acidul pantoic si
fB-alanina sunt legati printr-o legiturd peptidica. Labilitatea, neobisnuit de
pronuntatd, a legaturii amidice din acidul pantotenic se explica printr-un efect
in care este implicatd gruparea hidroxil terminald; aceasta ar da nastere la o
structura ortoamidica instabila:

OH Atat acidul pantotenic cat si componentele
OH sale, B-alanina si acidul pantoic, au fost obtinute
HyC NH-R  prin sintez3. B-Alanina a fost sintetizati prin reactia
: dintre acidul monocloracetic (ca sare de potasiu sau
HC /0 ca ester etilic) cu cianura de potasiu urmata de
CHy reducerea nitrilului la amina:
+2H,
N=C-CH, - COOX———— HN-CH, - CH, - COOX
(X=KsauCH,)

Cea de-a doua componenta a acidului pantotenic - acidul pantoic - a fost

preparatd pomind de la formaldehida si aldehida izobutirica:

CH, CH,
| | KCN
CH,0 + HC - CHO — HOCH, - (|3 -CHO ——
|
CH, CH,
Aldehidi 2,2-dimetil-3-hidroxipropionica
CH, H,C
| H,0 l
HOCH, - C - CH(OH) - CN — HOCH, - C - CH(OH) - COOH
| H* |
CH, H,C ,
2,4-Dihidroxi 3,3-dimetil-butironitril Acid pantonic (racemic)
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Separarea antipozilor acidului pantoic s-a realizat prin intermediul
sarurilor chininei. Lactona a fost purificatd in continuare prin distilare in vid:
p. f. 125-130°C/12 mm. Lactona are p.t. 91-92°C si [«]*, = -50” In timp ce
racematul are p. t. 56-58°C. Condensarea lactonei acidului pantoic cu esterul
benzilic al B-alaninei duce Ia esterul benzilic al acidului pantotenic. Indepartarea
restului benzilic se face prin hidrogenare catalitica.

Proprietati. Dupa cum s-a spus mai sus acidul pantotenic este sensibil in
mediu acid. Au fost descrise urmatoarele siruri ale acidului pantotenic: sarea de
sodiu (higroscopici, p. t., 122°C, [a], n apa + 29°), sarea de calciu (cristale,
nehigroscopica), sarea de benziltiazoniu (p. t. 145-146°C).

Structura coenzimei A. Coenzima A are un rol important Tn transferul
grupdrilor acil (vezi acolo). Portiunea activd din molecula coenzimei A o
constituie gruparea tiol a cisteaminei. Concomitent cu elaborarea unor metode
de purificare (E. R. Stadtman si A. Kornberg, 1953) si dozare (E. R. Stadtman,
1952) a fost elucidata si structura coenzimei A (T. P. Wang si colab., 1952):

NH,
N
SH W
| | N
((?Hz)z &
NH M 9 9 N
0C —(CHJy -NH-0C~CH-C-CHs 0 - P-0-P-0 l
T R R A S
HO OH
3 \H H
(-G H
— | H,05PO  OH

Fosfopanteteind

S-a realizat si sinteza coenzimei A (J. G. Moffatt si H. G. Khorana, 1961).

Molecula coenzimei A contine trei grupari fosfat: doud se gasesc intr-o
legitura pirofosfat iar a treia In forma monoester, esterificati la riboza portiunii
de acid adenilic a coenzimei. Fosfaza prostaticd, o monoesterazi, inactiveazi
coenzima A prin indepartarea acestei grupari fosfat. S-a gasit ci o enzimi din
orz care cliveaza numai nucleotidele ,,b" (vezi acolo), indeparteaza deasemenea
gruparea monoester fosfat si inactiveazd coenzima.

S-a constatat ci nucleotidaza ,,b" hidrolizeaza fosfatul coenzimei A cu
aceeasi viteza cu care hidrolizeaza fosfatul acidului adenilic ,,b", in timp ce
enzima prostatica cliveazi fosfatul coenzimei A mult mai Incet decat pe cel al
acidului adenilic ,,b".

S-a dovedit ca gruparea monoester fosfat din NADP este esterificata in
pozitia ,,a" a acidului adenilic al coenzimei. Nucleotidaza ,b" nu cliveazd legitura
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monoester din NADP. S-a comparat fragmentul difosfoadenozina obtinut din
coenzima A, prin tratare cu nucleotid pirofosfatazd din venin de sarpe, cu
fragmentul difosfoadenozini obtinut din NADP in conditii identice. S-a gésit in
primul rand ci cele dou fragmente au o comportare cromatografici diferita. in
al doilea rand tratarea celor douid fragmente cu nucleotidaza ,,b" da acid
5"-adenilic numai In cazul fragmentului provenit din coenzima A i nu in cazul
derivatului din NADP. Toate acestea dovedesc ca legitura fosfat monoester din
coenzima A se giseste in pozitia 3" a ribozei fragmentului adenilic, iar legatura
fosfat monoester din NADP in pozitia 2" a fragmentului adenilic.

Proprietdti. Coenzima A prezinta absorbtie la 260 nm; bazat pe aceasta s-
a elaborat o metoda de dozare spectrofotometrica utilizind un coeficient molar
de extinctie de 15,9 x 10° cm?/mol. Dozarea coenzimei A prin arsenoliza acetil
fosfatului cu transcetilazi este deasemenea importanta.

3.3.1. Derivati S-acil ai coenzimei A

Separarea S-acetil coenzimei A din drojdii si caracterizarea fizico-chimica
(F. Lynen si colab., 1951, 1954) este consideratd o contributie importanti la
studiul reactiilor de acetilare si condensare In care acest compus ocupa o pozitie
cheie fiind intermediar comun (I. B. Wilson, 1952). Acetilarea coenzimei
A s-a realizat cu tioacetat de sodiu, anhidrida acetici sau izopropenilacetat.

S-Succinil coenzima A a fost obtinuta atdt pe cale enzimatici, de la
2-cetoglutarat (H. Beinert, 1952; D. R. Sanadi si J. W. Littlefield, 1952), cat si
pe cale chimic3 (E. J. Simon s1 D. Shemin, 1953); esterificarea coenzimei A cu
anbidrida succinicd in prezenta unei baze slabe, in conditii blande, decurge
exclusiv la gruparea tiol, gruparile hidroxil i amino ramanand intacte. Variante
ale metodelor de mai sus au dus la obtinerea a o serie de derivati acil ai coenzimei
A (tabelul 3.1).

Komberg si Pricer (1953) au preparat S-palmitil CoA printr-o metodi
enzimaticd. Aceiasi autori au sintetizat-o printr-o metoda chimica prin acilare
cu acid tiopalmitic; acidul tiopalmitic a fost preparat prin reactia dintre acidul
palmitic si pentasulfura de fosfor (P,S,) la temperatura de 185°C.

Proprietdti. Spre deosebire de tioesterii coenzimei A cu acizil
monocarboxilici, care sunt stabili, succinil coenzima A este instabili la
temperatura camerei si pH neutru. In tampon bicarbonat la pH 7,5 hidroliza
ajunge la jumitate in 1-2 ore. fn tampon fosfat la acelasi pH viteza de hidroliza
este considerabil mai mica. Stabilitatea succinil coenzimei A creste mult cu
scaderea temperaturii. O solutie apoasd tamponata cu bicarbonat (pH final
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7-7,5) pastrata in frigider pestc noapte se descompune in proportie de maxi-
mum 20%. Coborind pH-ul unei solutii apoase la valoarea unu, succinil coenzima
A este stabilizatd incit poate fi pastratd citeva zile ]a temperatura camerei.
Puritatea succinil coenzimei A se determind prin testul cu acid hidroxamic
(F. Lipmann si L. C. Tuttle, 1945) sau prin masurarea DO,,, (lungimea de unda
232 nm este caracteristica legaturii tioester (E. R. Stadtman, 1952). Prin
incélzire pe baie de apd la fierbere timp de 5-10 min succinil coenzima A
se hidrolizeaza.

Tabelul 3.1.
Tioesteri ai coenzimei A
Compusul Bibliografie
Acetil-CoA R. Berman et al. 1954
Acetil-CoA (1-*C) W. Stoffel, 1963
Propionil-CoA F. Lynen §i S. Ochoa, 1954
Butiril-CoA »
Benzoil-CoA D. Schachter si J. V. Taggart, 1954
n-Valeril-CoA .
Crotonil-CoA S. J. Wakil si H. R. Mahler, 1954
Miristil-CoA A. Kornberg si W. E. Pricer, Jr., 1953
Palmitil-CoA ’
Linoleil CH)-CoA W. Stoffel, 1963
¥Linolenil (*H)-CoA »
11,14-Elicosadienoil (2-*C)-CoA »
8,11,14-Eicosatrienoil (2-"C)-CoA »

S-Palmitoil coenzima A poate fi pastratd in stare solidd la 0°C Intr-un
exicator timp de un an fard descompunere. Solutiile neutre sunt stabile citeva
luni la -15°C. Puritatea se determini pe baza absorbtiei 1a 260 nm si a absorbtiei
la 232 nm (g, = 16,4 * 105 cm*/mol; €,,, = 9,4 « 10° cm*mol) (E. R. Stadtman,
1957; W. Seubert, 1960). Absorbtia mai intens3 la 232 nm indica prezenta altor
tioesteri (cum ar fi S-palmitoil glutationul care are absorbtie puterici la aceastd
lungime de unda.

3.4. BIOTINA

Importanta biotinei pentru cresterea normala a drojdiilor a fost recunoscuti
Incd din secolul trecut. Mai tarziu a fost numiti factorul curativ X, vitamina H
precumn si factorul de protectie impotriva carentei pricinuite de administrarea
albusului de ou crud la sobolani. A fost izolata initial din gilbenus de ou si din
ficat bovin, ca ester metilic in stare cristalizati.
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Din punct de vedere chimic biotina este acid (+)-cis-hexahidro-2-ceto-1-
H-tieno(3,4)-imidazol-4-valerianic:
i
/
H

HN NH

_—-I/

S c H2)1, COOH
Biotind

In cadrul tesuturilor biotina se gaseste legata printr-o legatura covalenta la
proteine. S-a dovedit aceasta prin izolarea, dintr-un autolizat de drojdii, a
biocitinei, e-N-biotinil-L-lizina:

0

i

AN
N

\

NH

G

HN
NH,

S (CHQLCO—NH—(CHZ)L—CH—COOH

Biocitini

Se stie acum ci acest rest de 1izind se gaseste In cadrul unei catene proteice
in situsul catalitic al enzimelor care contin biotina.

Tn organismele vii biotina joaci un rol important in reactii de carboxilare:
in conditii adecvate biotina leagd CO, dénd carboxibiotina care la randul ei
poate ceda CO, altei molecule formand o grupare carboxil:

Carboxibiotini
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fn albusul de ou a fost gisita o glicoproteina, avidina, care prezinti o afinitate
extrem de ridicatd pentru biotind; constanta de formare a complexului biotina-
avidina este K =10'° (D. Metzler, 1977). Afinitatea Intre biotina si avidina este
atdt de ridicatd incdt simpla administrare a avidinei (sub forma de albus de ou
crud) la sobolani duce la carenta in biotind a acestora.

Biotina cuprinde 1n constitutia ei ciclul tetrahidrotiofenului (P. Gyorgy si
F. W. Zillinken, 1974). Biotina a fost purificata indeosebi din gilbenus de ou si
din ficat bovin. Pentru esterul metilic al biotinei s-a gasit formula moleculard
C,,H;O,N,S. Esterul metilic al biotinei se hidrolizeaza ugor dind biotina liberd
C,,H,(N,O,S, care pe baza titrarii electrometrice s-a dovedit a fi un acid
monocarboxilic. Prin tratarea acidului liber cu diazometan se obtine din nou
esterul metilic, identic cu esterul metilic obtinut din ficat.

. Prin tratare cu ninhidrina biotina nici nu da reactie (pozitiva) de culoare
nici nu este inactivata din punct de vedere biologic. Tratamentul cu acid azotos
dupd Slyke nu di reactie pozitivd ceea ce dovedeste absenta gruparii amino
precum §i a atomului de azot bazic integrat intr-un ciclu. Absenta grupirilor
-OCH,, -NCH, si -SCH, a rezultat din comportarea biotinei libere fatd de
acidul iodhidric.

Hidroliza biotinei cu acid clorhidric sau hidroxid de bariu produce un acid
diamino-carboxilic optic activ cu formula C;H N.O,S (II). Tratarea acidului

18" 2
diamino-carboxilic cu fosgen duce la reobtinerea biotinei:

A

Biotini —— > (CHQLCOOH
S
i
.Cl
0=C /
~~C|

Faptul cd din biotind rezulta prin pierderea unei grupari carbonil un acid
monocarboxilic dibazic dovedeste implicarea ureii Intr-o structura ciclica.
Oxidarea acidului II cu permanganat alcalin sau cu acid azotic concentrat
dd acid adipic:
II —— HOOC(CH,),COOH

acid adipic
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Acidul adipic ar putea lua nastere fie din catena laterali alifatici fie dintr-
un ciclu de 6 C. In primul caz ar trebui sa existe o grupare COOH in biotina
initiald iar in cazul al doilea nu ar fi necesar acest lucru. Pentru a decide intre
aceste doud posibilitati esterul metilic al biotinei a fost supus unei degradari
Curtius. Etiluretanul (V), rezultat prin fierberea azidei cu etanol, da prin hidroliza
cu hidroxid de bariu triamina (VI). Oxidarea triaminei nu mai produce acid
adipic. Astfel s-a dovedit existenta unei catene laterale a acidului valerianic in
molecula biotinei.

H

il
C
VAN
HN /Hk*\ NH

_

(CH.Z)z,NH—ﬁO— C2H5
S

Etil-uretanul biotinei _

Y Nu mai rezulti acid adipic =

Oxidare

Pierderea unei grupéri carbonil prin hidrolizi alcalind, precum si resinteza
biotinei din II si fosgen indicd o structurd ciclica pe bazad de uree. Se pune 1nsd
intrebarea dacid acest ciclu este de 5 sau de 6 atomi. (Prezenta a doud grupar
amino In compusul rezultat prin hidroliza biotinei a fost dovedita prin titrarea
Van Slyke (cu acid azotos)). Condensarea acidului diaminomonocarboxilic II
cu fenantrenchinona a dovedit plasarea celor doud grupari amino in pozitii vecine
precum si existenta unui ciclu imidazolon de 5 atomi:

7 K-

11 Fenantrenchinoni

Se stie cd tratarea unui tioeter cu nichel Raney duce la desulfurare completa.
Esterul metilic IV al biotinei duce prin desulfurare la detiobiotinmetilester (XI),
C,,H,\N,O,. Acesta prin hidroliza cu hidroxid de bariu sau acid clorhidric duce
1a acidul detiodiamino, mai precis acidul 7,8-diaminopelargonic (XII). Ultimul
da prin oxidare cu periodat acid pimelic (XIII). Aceastd succesiune de reactii a
stabilit pe de o parte existenta acidului valerianic in molecula biotinei si pe de
altd parte faptul ca ciclul cu sulf este de 5 atomi:
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HO N

Ester metilic al H NH C'H
]

CH

biotinei IV

HC  CHJCH), COOH

K10 Wooc (icHy)s cooH

XIII Acid pimelic

Faptul cd ciclul tiofanului este substituit in pozitia o a rezultat prin metilarea
exhaustiva a acidului diaminocarboxilic (II) cu dimetil sulfat In solutie alcalina.
Clivarea ulterioard a compusului permetilat cu acid clorhidric concentrat a dus
la acidul 6-(2-tienil)-valerianic (XIV) cu p.t. 40-41°C:

Pe baza analizei elementare, a spectrului 7\
UV si a reactiilor de culoare s-a dovedit ca (CHyli. COOH
compusul XIV este identic cu un preparat S
sintetic. X1V

Se cunosc astizi mai multe metode de sintezi ale biotinei, atit metode care
duc la izomeri cit si metode stereospecifice.

Proprietdfi. Biotina contine in molecula ei trei atomi de carbon asimetrici,
prin urmare sunt posibil 2° = 8 izomeri; toti acesti izomeri sunt cunoscugi.

Esterul metilic al biotinei este solubil in metanol, etanol, acetona, si
cloroform; este pufin solubil in acetat de etil si este practic insolubil in eter si in
apd. Rotatia specificd este [a]*2, +57,0° (CHCL; ¢ = 1). Esterul metilic se
hidrolizeazi cu alcalii diluate la temperatura camerei. Din solutia acidifiata
cristalizeaz3 prin concentrare biotina liberi (p.t. 230-232°C cu descompunere).
Biotina liberi se dizolva bine in apa fierbinte si alcalii diluate; in apa rece si
acizi diluati se dizolva greu si este practic tnsolubila in solventi organici. Rotatia
specificd este [o]?) =+ 92,0° NaOH 0,1 N; ¢ =0,3).

Au fost elaborate citeva metode colorimetrice pentru dozarea biotinei.
D-Biotina reactioneazi cu aldehida 4-dimetilaminocinamici in mediu de acid
sulfuric etanolic dand un compus colorat ce poate fi masurat la 533 nm.

Reactia de culoare se preteaza si la cromatografia in strat subtire.

In alte procedee sulful biotinei este oxidat cu iodat de potasiu la sulfons,

cind iodatul este redus la iod. Todul este extras cu ciclohexan si misurat
la 520 nm.
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Avidina leagid acidul 4-hidroxiazobenzen-2-carboxilic concomitent cu
modificarea spectrului de absorbtie. Prin adaos de biotina aceasta Inlocuieste
acidul cantitativ iar complexul avidina-biotind nu mai leagd colorantul. Prin
aceastd metoda pot fi dozate atat biotina cit §i avidina.

A fost pusi la punct si o metoda polarografica: biotina formeaza cu nitrit
de alchil nitrozo-biotind, care poate fi dozat chiar la o concentratie de 10° M.
Potentialul de semiundi este 0,83 V iar eroarea de 3-4%.

3.5. TIAMINA (Vitamina B )

Elucidarea structurii. Prin tratare cu sulfit la rece tiamina se scindeazi in
dou componente I si II:

C,,H,,ON,SCl, + Na,SO, = C,H,0,N,S + C,H,ONS + 2NaCl
I 1l

Componenta [ s-a dovedit a fi un acid aminosulfonic, care conform spectrului
UV contine un inel pirimidinic. Prin indepartarea reductiva a gruparii sulfo din
compusul I rezultd 2,5-dimetil 4-amino pirimidina:

CHy~SOH

N/j[ 79 -n/Ic“a
" I

HatJ\N NH, Hac)\ NH,

Acid 2-metil 4-amino S-metilen sulfonic 2,5-Dimetil 4-amino-pirimidina

O alta clivare a moleculei s-a realizat cu NH, lichid: se obtine un compus
bazic, CH N,, care fusese obtinut deasemenea prin degradarea tiaminei cu
permanganat:

NH, lichid sau N7 X CHoNH,

Tiamina - /']\
oxidare cu KMnO, H3C N/ NH

?
2-Metil 4-amino 5-metilaminopirimidind
Compusul bazic CH, N, a fost deasemenea obtinut prin sinteza:
N - . N HNH
L g e
-
VN * ] "J% )l\ y
He NH (=N HyC ~N NH, HY N”" “NH,
... ° FEtoxi-metilen ]
Acetamidini malo-dinitril ! 2-Metil 4-amino
' 5-cian pirimidini
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Compusul II, obtinut prin clivarea tiaminei cu sulfit, s-a dovedit a contine
inelu] tiazolic precum si o functiune de alcool primar a carui oxidare duce la
acid 4-metil tiazol 5-carboxilic:

O
k o
CHLHOH ? S CO0H

i Acid 4-metil tiazol S-carboxilic

-~

Ultimul compus fusese obtinut anterior prin oxidarea moderata a tiaminei
cuacid azotic. Structura compusului IT a fost confirmati deasemenea prin sinteza:

CO-CH, CO-CH,

| | SOCl,
HCNa + Br-CH,-CH,OCH,CH,—— HC-CH,-CH,-OCH, —— =

l |

COOR  2-Brom dietil eter COOR

Ester a-(2-etoxi-etil)
acetil acetic

Derivatul monosodic al
esterului acetil acetic

CO-CH, CO-CH,
I -ROH | Tioforma-
Cl-C-CH,-CH,0C,H, TO—)CICHCHCHOCH —

| mida
COOR 3-Clor 5-etoxi pentanoni-2

N CH, " CHy

NS W

s~ CHLHOCH sZ TCHLHOH

De fapt protectia grupdrii alcool prin eterificare nu este necesara: astfel
prin condensarea tioformamidei cu 3-clor 3-acetopropanol rezulti, cu randament
de 50%, compusul II:

NH, CO—CHy
HCy /CH - CHy CH?OH |\ |
S a C
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Clarificarea pozitiei de legare a celor doud inele in molecula tiaminei a -
rezultat, pe de o parte, din pozitia gruparii sulfonice la metilen, dupa clivare cu
sulfit. fnseamna ci gruparea metilen constituie o punte de legitura intre cele
doui inele, inelul tiazolic gasindu-se ca sare de tiazoliu. Aceastd ipoteza a fost
confirmat3 prin sinteza: compusul bazic C.H N, a fost convertit prin reactia cu
nitrit si HBr, in doua etape, la hidrobromura 2-metil 4-amino 5-brom-metil

pirimidina:

NN Nanoy, Her NN CH
SO B
P ~

Hi: N NH, HL. N NHZ‘HBF

Hidrobromura 2-metil 4-amino 5-brom-metil
pirimidinei
Ultimul compus se condenseazd cu derivatul tiazolic pentru a da tiamina
(ca sare):

CH.Br CH3

sHgr
3 N 3 s: CH,CHOH

CH X
? AN Z\N.+ | CH3
HyC 2 KHgHX ”\ CH.CH.DH
3 N y) S 2 '20

Tiamind (sare hidrohalogenati)

(X este initial Br dar, prin reactie cu AgCl, X devine Cl ca in vitamina natural3).
Se cunosc deasemenea numeroase sinteze industriale ale tiaminei.
Proprietdfi. Hidroclorura tiaminei cristalizeaza sub forma de foite incolore

cu punct de descompunere 248-250°C. Este foarte solubila in api, mai pufin

solubild in alcool si insolubild in eter, cloroform, etc. Din alcool diluat se obtine
ca hemihidrat.

Prin alcalinizarea unei solutii apoase de tiamin hidroclorurd apare o coloratie
temporard in galben, care la pH nu prea 1nalt este stabild cam o ora. Prin utilizarea
alcoolatului de sodiu in etanol anhidru au putut fi distinse cele doud trepte ale
reactiei iar produsul final, sarea de sodiu a tiamintiolului, a fost obtinut in stare
cristalizatd. Actiunea alcaliilor asupra vitaminei se explic3 in felul urmator: un
echivalent de hidroxid transforma mai intdi hidroclorura in tiamini liber; al
doilea echivalent de hidroxid duce la schimbarea celui de-al doilea atom de clor
cu o grupare hidroxil. Ia nastere astfel hidroxilul de tiazoliu care este Ins3 instabil
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si se ciclizeaza prin actiunea grupdrii amino primare asupra legiturii duble A? a
ciclului tiazolic. Se formeazd un intermediar instabil incolor care se
disproportioneaza la tiamina si sarea de sodiu colorat3 in galben. Ultimul compus
se hidrolizeazd ducénd la sarea de sodiu a tiamintiolului:

O
CHERPH g E.T?o.,

?

Clorura hidroclorici a tiaminei Tiamina liberd
HO

CHa b
NaGH NZ 4 N /jf(
—_——
I K

CH3 N NH2

CH OI-L
Hidroxid de N-tiazoliu Intermediar incolor
C H3
Hidrolizd
AN .
C H2 C H'ZOH

Intermediar de culoare galbend

CH,, CH
.~ } CHO ¢
N ~
N 2 Nas” " CHCH,OH

Sarea de sodiu a tiamintiolului

Reactia de ciclizare de mai sus la care participa gruparea amino primara si
legdtura dubla A? a inelului tiazolic, dovedeste ci atomul de carbon doi a ciclului
tiazolic prezint3 o reactivitate pronuntati. De altfel acest atom de carbon este

implicat in mecanismele de nivel molecular ale tiaminei. De ex. decarboxilarea
2-c_eto-acizilor

C02
k ﬂ + R-(-COOH ——4
~CHLHO- P 0 -P-OH 0
Tiamin plrofosfat G O
+c|— CHa
-—N
e
’ H
5%\5 CH NG
OH
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Cu oxidul de argint clorura hidroclorica a tiaminei da aceleasi reactii ca si in
cazul hidroxidului de sodiu. ,

{n mediu slab acid, tiamina este termostabila si este stabild deasemenea la
oxidare. In mediu neutru sau alcalin este descompusa rapid prin incalzire.

Prin pasteurizarea laptelui se distruge cam 10% iar prin sterilizare cam
30% din tiamini. Prin coacerea painii se pierde 15-50% din vitamina.

La pH 3-4 tiamina prezintd un maxim de absorbtie in UV la 246 nm, care
este atribuit inelului pirimidinic; prin alcalinizare la pH 5-8 maximul de la 246
nm este scindat In doud maxime; 233 si 266 nm.

3.6. PIRIDOXINA ST COMPUSII NATURALI fNRUDITI
(VITAMINA B,)

Existenta unei noi vitamine a fost recunoscuta in anul 1934 c4nd s-a observat
cd sobolanii hréniti cu o diet3 lipsitd de vitamine, dar suplimentati cu tiamind si
riboflavind, dobandeau o dermatita faciala, ,,pelagra sobolanilor". fn anul 1938
piridoxina (numita si piridoxol) a fost obtinuta atdt prin izolare dintr-o sursd
naturald cit si prin sinteza. S-a constatat apoi existen{a unor compusi cu activitate
vitaminicd mai intensi decit piridoxina. Este vorba despre piridoxamind si

piridoxal: -
CH,OH CH NH, CH=0
HO ' HO CH.0H HO /
- | CHOH = | ? / ] CH,O0H
N "
H3C \N HBC HSC N

Piridoxini Piridoxaminid Piridoxal

Piridoxalul putea fi obtinut din piridoxind prin oxidare blanda iar
piridoxamina putea fi obtinuta din piridoxal prin incélzire cu acid glutamic in
solutie; acest experiment a sugerat rolul piridoxalului si piridoxaminei in
organismele vii: intertransformarea amino-acizilor si ceto-acizilor.

In tesuturile animale vitamina B, se giseste sub formd de piridoxal,
piridoxamina si esterii lor fosfat. Labilitatea gruparii aldehidice explica usurinta
cu care vitamina se distruge prin incalzire sau iluminare excesivi. Pe de altd
parte {esuturile vegetale contin mai ales piridoxind, care este mai stabild. Formele
fosforilate sunt interconvertibile in interiorul celulei: piridoxin 5’-fosfatul poate
fi oxidat la piridoxal 5°-fosfat iar acesta poate suferi transaminare la piridoxamin
5’-fosfat.

Din punct de vedere chimic piridoxina este 4,5-di-(hidroximetil)-3-hidroxi-
2-metilpiridina.

Piridoxina este o bazi si are formula brutd C,H, O,N. Hidroclorura acestei
baze di o coloratie rosu-portocaliu cu clorura feric3; totodatd di o reactie de
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cuplare cu sarurile de diazoniu. Aceste date sustin prezenta unei grupari hidroxil
fenolice sau enolic. Formarea unui triacetat distilabil si a unui tribenzoat arata
ca cei trei atomi de oxigen sunt in forma hidroxil. Tratarea cu diazometan duce
la obtinerea unui monometil-eter, C;H ,O,N care nu mai dé reactie pozitiva cu
FeCl, si numai da reactie de cuplare cu acidul sulfanilic diazotat.

Tratarea O-metileterului cu anhidridad aceticd Tn piridind duce la
diacetil-O-metil-eter. Prin urmare s-a stabilit cu certitudine prezenta unei grupari
hidroxil fenolice si a doud grupari hidroxil alifatice. In timp ce in piridoxina
exista trei atomi de hidrogen activi, In diacetil-O-metil-eter nu mai exista nici
unul. Aceasta ne face si presupunem ca atomul de azot piridinic este legat
tertiar Intr-un ciclu. Compararea spectrului UV al piridoxinei cu spectrul UV al
2-metil-3-hidroxi-5-etil-piridinei a sustinut aceastd presupunere.

Oxidarea Kuhn-Roth cu acid cromic a dovedit absenta gruparilor O-metil
si N-metil si a dovedit existenta unei grupari metil. Cu reactivul Folin-Denis pe
baza de fenol piridoxina da o coloratie albastrd, a carui spectru de absorbtie este
foarte aseminitor cu al produsului de culoare dintre 3-hidroxipiridina si reactivul
Folin-Denis.

Faptul c3 eterul O-metilic al piridoxinei nu reactioneazi cu tetraacetatul de
plumb aratd ca cele doud grupiri hidroxil alifatice nu sunt in pozitia o, B.
Clarificarea deplind a structurii a rezultat in urma oxidarii treptate cu
permanganat. CH.OH

. . . — CH2N2H3C0 ~ : CI-LIOH
Peridexind % Y7
M

I}
YKMn O, pH7 i, Ba ({Mn O/ J XrnQfH)
CH,OH COOH COOH
z COOH COOH
Hf(]fj/c\(m HSCOI:?/ Hfijl/
N - NS
¢
Hy N H N HOOC™ N7
// v 7
-

-C02
lﬂo | l :
o o\ Occ/ 0\ Oxec /o\.
HCO 2 =0 Hy0~ =0 Hy 0 2 =0
HBC ’;N H3C 5// Lﬁ/

-
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Compusul VII di cu sulfatul feros o culoare rosie, la fel cu acidul piridin o-
carboxilic.

Oxidarea piridoxin-O-metileterului (II) cu permanganat de potasiu in solutie
neutrd a dus la obtinerea unei lactone (IV) ceea ce dovedeste pozifia vicinali a
grupdrilor hidroxil alifatice.

Oxidarea piridoxin-O-metileterului (II) cu permanganat de bariu duce la
acid 3-metoxi-2-metilpiridin-4,5-dicarboxilic (V) care In prezenta anhidridei
acetice este convertit la anhidrida corespunzitoare (VI). Aceasta dovedeste pozitia
vicinala a celor doud grupiri carboxil. Oxidarea cu permanganat de potasiu in
solutie alcalind duce la obtinerea unui acid tricarboxilic (VII) care, la fel cu
acidul piridin o-carboxilic, da cu sulfatul feros o coloratie rosie. Acidul
tricarboxilic (VII) poate fi transformat prin pierderea unei molecule de CO, in
anhidrida acidului dicarboxilic (VIII). Compusul VIII precum si VI nu
reactioneaza cu sulfatul feros. S-a stabilit astfel cu certitudine cd una dintre
grupirile carboxil a acidului tricarboxilic se gaseste pe ciclu In pozitia o fata de
atomul de azot §i aceasta era initial gruparea metil. Cu acestea piridoxina este
o-metil-dihidroximetil-B-hidroxipiridina.

Spectrul de rezonantd magnetica protonicd nucleard (RMP) a piridoxal
fosfatului in *H,O este prezentat in Fig. 1.15.

3.7. PIRIDIN NUCLEOTIDELE

Piridin nucleotidele cuprind niacinamid adenin dinucleotidul (NAD, DPN)
si niacinamid adenin dinucleotidfosfatul (NADP. TPN).

3.7.1. Acidul nicotinic (niacina) si nicotinamida
(niacinamida)

Acidul nicotinic (= niacina) este un acid piridin 3-carboxilic (I) iar
amida acidului nicotinic (= niacinamida) este amida acidului piridin
3-carboxilic (II).

COOH
@ @CO NH2
NN
\N

N

Acid nicotinic Amida acidului nicotinic
I (Niacina) IT (Niacinamida)
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Acidul nicotinic a fost preparat in 1867 prin oxidarea nicotinei cu acid
cromic. Oxidarea se poate realiza deasemenea cu permanganat de potasiu sau
acid azotic fumans:

CH3
_ OXipag
(3 CO0H CN
B-Picolina o\ ~ l NH X SN N/
0*\0“ ” ” 3 N L.
ClH2 — ClH2 Niacini 3-Cian- Piridini
o iy pirdink
/ l NN/
i
\N CHy
Nicotind

La scurtd vreme dupa sintez3 acidul nicotinic a fost deasemenea izolat din
material biologic si anume din drojdii si din tarate de orez.

Prepararea industriala a acidului nicotinic porneste arareori de la materiale
vegetale, cum ar fi nicotina. Mai frecvent se utilizeazi produsi din gudronul de
huild, ca de ex. B-picolina si chinolina; se utilizeazid de asemenea piridina,
produsul intermediar fiind 3-cianpiridina. Un procedeu interesant pomeste de
la 2-metil-5-etil piridind. Acest compus se obtine din acetaldehida si amoniac
sub presiune la 360°C in prezenta anumitor catalizatori. Oxidarea 2-metil 5-etil
piridinei cu acid sulfuric 1n prezenta dioxidului de seleniu drept catalizator di
acid nicotinic:

CH.CH COOH
K)/ T3 oxipare z I
-C 7
T 0,

3
2-Metil 5-etil-piridind Acid nicotinic

/

Proprietdti. Acidul nicotinic se prezintd sub forma de cristale aciforme,
incolore, cu gust acru; p. t. 234-237°C. Este solubil in api fierbinte si alcool
fierbinte; este greu solubil in acetond, cloroform si metanol, practic insolubil in
eter. Substanta este stabild fatd de Incilzire si oxidare; solutiile acidului
nicotinic pot fi sterilizate in autoclav la 120°C la pH acid sau alcalin firi
pierderea activititii biologice. Spectrul de absorbtie prezintd un maxim la 261,5
nm; n etanol substanta se giseste sub forma neutrd, nedisociati. Solutia apoasi,
saturatd a acidului nicotinic prezintd un pH de 3,3 iar constanta de disociere
acida K, = 104,

Constanta de disociere bazic are valoarea K, = 10-'%°. Caracterul amfoter
al acidului nicotinic este dovedit prin formarea sarurilor cu acizii si bazele tari.

233

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Nicotinatul de cupru, precum si sdrurile cu ionii altor metale grele, este practic
insolubil in apa si poate servi la separarea acidului nicotinic.

Nicotinamida se prepara prin introducerea amoniacului intr-o solutie de
acid nicotinic sau prin reactia dintre amoniac si esterul metilic sau etilic al acidului
nicotinic. Poate fi obtinutad deasemenea prin hidroliza partiald a nitrilului

corespunzator acidului nicotinic.
COOH
=

l
X

B
Niacini
- . NH CH-
oY
Vensdat Xy
leul deSn  B-Picolina

COOC H chmanudk .
(\/I( 3 niacinamidei
>

Estern] metilic
al niacinci

Proprietati. Nicotinamida se prezinta sub forma de cristale aciforme incolore
sau pulbere cristalina alba. P. t. 129°C; usor solubili in api, metanol si etanol;
solubila pana la 10% in glicerina, putin solubila in eter si benzen. Nicotinamida
este una dintre cele mai stabile vitamine. O solutie 10% poate fi inc#lzitd timp
de 20 min la 120°C in autoclava fara ca sd aiba loc hidroliza. Nicotinamida
prezintd un maxim de absorbtie la 261,5 nm.

Rol biologic. in mod surprinzitor rolul biochimic al nicotinamidei - acela
de componenta al NAD* si NADP" - a fost cunoscut inaintea rolului de vitamind
si anume de a putea vindeca doua tipuri de afectiuni: asa-zisa ,,limba neagra" la
caine si pe de altd parte pelagra umana.

3.7.2. Niacinamid adenin dinucleotid
(NAD, DPN, Co-zimazi, Co-enzima I)

Sunt numeroase sistemele redox in care perticipa NAD-ul preludnd moleculd
de hidrogen (coenzima oxidati, NAD") sau ceddnd o moleculd de hidrogen
(coenzima redusid, NADH + H*). De exemplu in ciclul Krebs malat dehidrogenaza
catalizeaza reactia:

L-Malat + NAD*<— Oxaloacetat + NADH + H*

Enzima NAD kinaza catalizeazi fosforilarea NAD fn pozitia 2’ obtinan-
du-se astfel NADP. Pentru unele ligaze NAD este donor de grupare adenilil sau
chiar adenozin difosforibozil. O nucleotid pirofosfataza scindeazi NAD la NMN
si AMP (vezi acolo).
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NAD-ul a fost izolat din eritrocite (O. Warburg si W. Christian, 1936), din
musculatura de iepure (S. Ochoa, 1937), din drojdii (H. von Euler si F. Schlenk,
1937; P. Ohlmeyer, 1938; G. A. Le Page, 1947). In majoritatea procedeelor se
efectueazd o separare preliminard prin precipitarea sarii de argint a NAD-ului.
O purificare mai avansati se realizeaza prin precipitarea cu acid fosfotungstic
(S. Ochoa, 1937) si clorura cuproasd (B. J. Jandorf, 1941), prin folosirea
coloanelor de alumind, prin adsorbtia NAD-ului pe carbune urmata de elutie cu
alcool amilic sau piridind apoasa (J. B. Neilands si A. Akeson, 1951). Un amestec
de alcool, eter si acid sulfuric a fost utilizat pentru extractia, cu randamente
foarte bune a NAD-ului din drojdii (J. B. Sumner si colab., 1947). Cromatografia
de schimb ionic a fost utilizata deasemenea la purificarea NAD-ului
(J. B. Neillands si A. Akeson, 1951; A. Komberg si W. E. Pricer Jr., 1953).
S-a giisit ca@ polenul contine 700-1.000 pg NAD per gram de material proaspat
(H. v.Euler si colab., 1944).

Structura NAD-ului este urmatoarea:

cr
S+ |
NG"

0\\P P
~
HO
\0 ) NH2
0\\P/ <Nl XN

A fost pusa la punct o metoda de obtinerea NAD-ului care combini sinteza
chimic3 cu cea enzimatic3 (D. R. Walt si colab., 1984) (Fig. 3.1.).

AMP ATP Ac
X X
ADP < ADP AcP(NH,)

AcPINHp
NG Ac
A- NN
NADPP
PPazd .
ppj — P82 9pi

NAD"
Fig. 3.1. Sistem de producere a NAD".
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Se pare ca NADPP poseda activitate ATPazica.

Schema din Fig. 3.1. prezintd modul de obtinere al NAD". S-au utilizat
urmitoarele enzime: AdK, adenilat kinazi; NADPP, NAD pirofosforilazi; AcK,
acetat kinazi; PP aza, pirofosfatazd anorganica. Toate aceste enzime au fost
co-imobilizate pe suport solid. Deoarece reactia de pirofosforoliza:

NADPP
ATP + NMN —— NAD" + PP,
este reversibild si are o constantd de echilibru egala cu 0,6, in mediu se infro-
duce o pirofosfatazd anorganicd pentru a deplasa echilibrul spre dreapta prin
hidroliza pirofosfatului:
PP aza
PP, - 2P

S-a mai utilizat un sistem de regenerare a ATP cu ajutorul acetil fosfatului
(AcP) si acetat kinazei (AcK).

Gelului cu enzimele co-imobilizate i s-au adaugat solutia de NMN, AMP,
o cantitate catalitica de ATP, acetil fosfat si ditiotreitol (ca antioxidant). Cand
reactia a fost completd (dup3 cum a rezultat din dozarea enzimatic a 3-NMN si
NAD"), gelul a fost l3sat s&@ sedimenteze si solutia a fost decantata. A rezultat
NAD* cu un randament de 90% bazat pe -NMN initial.

A fost realizatd deasemenea o sintezd chimici a NAD-ului din NMN si
AMP in prezenta diciclohexil carbodiimidei ca deshidratant (N. A. Hughes si
colab., 1957):

NMN + AMP + Diciclohexilcarbodiimidd = NAD* + Diciclohexiluree

Proprietdti. La titrare NAD-ul se comporta ca un acid monobazic. Ca acid
liber este stabil in solutie cel putin o siptdmana la 0°C; neutralizat este stabil cel
putin doud siptamani la 0°C. Fierberea solutiilor neutre determind o
descompunere treptatd. Fierberea solutiilor acide (pH 2) duce la distrugerea
completd in 20-30 min. Acidul liber este foarte solubil. NAD-ul de inalta puritate
are o solubilitate de 0,5 mg/ml in solutie diluati de azotat de argint la 0°C. In
amestecuri complexe cum ar fi extractul de drojdii solubilitatea sarii de argint
este mai mica. Sarea de plumb a NAD-ului are o solubilitate (la pH 5) care
depaseste 1 mg/ml (G. A. LePage, 1949).

n exicator pe clorura de calciu la temperatura camerei NAD-ul este stabil.
Este foarte labil faja de alcalii.

NAD-ul formeazi un complex cu cianurile alcaline, datoritd prezentei
niacinamidei N-substituite (S. P. Colowick si colab., 1951); acest complex a
fost utilizat la dozarea sa. Formeazi deasemenea un produs de condensare
fluorescent cu acetona (J. W. Huff si W. A Perlzweig, 1947).
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Spectrul de absorbtie in UV al NAD* si NADH + H*(Fig. 3.2.) arata ca
ambele specii moleculare prezintd un maxim de absorbtie Ja 260 nm (datorita
prezentei adeninei) dar numai NADH prezinti absorbtie la 340 nm. Bazat pe
aceastd proprietate s-a elaborat o metodd de dozare a NAD utilizand alcool
dehidrogenaza (E. Racker, 1950) sau malat dehidrogenaza (V. R. Potter, 1946).
Coenzima oxidat3 poate fi deasemenea ugor redusi cu hidrosulfit (J. B. Neilands
si A. Akeson, 1951). Cocficientul de extinctie al NAD-ului redus la 340 nm
este 6,22 * 10° cm*mol (0,1 micromoli de NADH intr-un volum de 3 ml
la un drum optic de 1 cm di o DO, = 0,207) (B. L. Horecker si A. Kornberg,
1948). Coeficientul de extinctie al NAD-ului oxidat ]la 260 nm este de
18,0 * 10° cm?/mol. . 0.0. . NAD®

~-— NADH

260 340 A lnm)
Fig. 3.2. Spectrul de absorbtic in UV al NAD" si NADH + H".

3.7.3. Niacinamid adenin mononucleotid (NMN)

fn autolizate de drojdie si in extracte din pudra acetonici de ficat de porc a
fost gasitd o enzimai care catalizeazi reactia:

ATP + NMN ———— NAD+ + PPi

(A. Komberg, 1950). Constanta de echilibru a fost evaluata la 0,45 (date mai
recente dau 0,6; D. R. Walt si colab., 1984) astfel cd pentru inceput aceastid
reactie a putut constitui o metodd de obtinere a NMN. S-a constatat totodata ca
enzima respectivd actioneazd si pe NADPH in loc de NADH. S-a gasit
concomitent o nucleotid pirofosfataza in cartofi: enzima a fost purificata de 800
de ori si s-a constatat ca scindeazi legitura pirofosfat din NAD*, NADH, NADP*,
FAD, ADP, ATP si tiamin pirofosfat (A. Komberg si W. E. Pricer Jt., 1950).

Actualmente NMN se obtine prin sintezd chimicd (D. R. Walt si colab.,
1984). Se porneste de la AMP care se obtine prin hidroliza ARN din drojdii.
AMP este clivat prin hidrolizi acida la adenini si ribozo 5-fosfat iar acesta este
convertit la 5-fosforibozil 1-amind pentru a ,,ingheta" molecula de riboza in
forma B-ribofuranozica. Prin reactia fosforibozil aminei cu 1-(2,4-dinitrofenil)-
3-carbamoilpiridiniu cloruri rezultd NMN:
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HOPOCH, o HOPOCH, o

H l L NH
AMP —— » Z H?o ?
Ribozo 5-fosfat 5-Fosforibozil amin#

NH7
\=0
+ 0 N
+ OZN—QCFN__i

1-(2,4-dinitrofenil)-3-carbamoil
piridiniu clorurl -

C NO.
O e
Ny NH

N U ! ?

—+ o NAN 4+

HzoaPoc[ "2 ‘ 2 4-Dinitroanilini
B NNYy

Proprietdfi. Raportul molar niacinamida-riboza-fosfor constituie un criteriu
de puritate al NMN. Reducerea cu hidrosulfit urmatd de masurarea DO, este
deasemenea util. Testarea printr-o metoda enzimatica (vezi mai sus) este insa

cea mai lipsita de echivoc.

3.7.4. NIACINAMID ADENIN DINUCLEOTID FOSFAT
(NADP, Co-ferment, coenzima I1, TPN)

fn cadrul unititii metabolice numiti suntul pentozofosfatilor glucozo
6-fosfat dehidrogenaza catalizeaza reactia:

Glucozo-6-fosfat + NADP*— 6-Fosfogluconat + NADPH + H*
Izocitrat dehidrogenaza catalizeaza reactia:
Izocitrat + NADP* — 2-cetoglutarat + NADPH + H* + CO,

Reactiile de mai sus constituie doar douid dintre multiplele implicatii
biochimice ale NADP.

Warburg si Christian (1932) au purificat NADP-ul din eritrocite de cal.
Warburg si colab., (1935) au gisit NADP-ul in drojdii. Cu aceastd ocazie
autorii respectivi au stabilit o serie de date fizico-chimice privitoare la
compozitia NADP-ului, care au rimas definitive: un mol NADP contine trei
moli de acid ortofosforic, doi moli de D-riboza, un mol de niacinamida si un
mol de adenina.

De o importanta deosebita pentru producerea NADP-ului in cantititi mari
s1 Intr-o stare de puritate avansati a fost constatarea ci in ficatul de porumbel
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existd o enzimd (NAD kinaza) care converteste NAD* la NADP”, in prezenta
ATP (T. P. Wang si colab., 1954). A fost deasemenea elaborat un sistem
enzimatic de reducere a NADP* la NADPH precum si purificarea coenzimei
reduse (E. J. Pastore i M. Friedkin, 1961). Au fost deasemenea elaborate metode
spectrofotometrice de dozare a NADP* : in sistemul izocitrat dehidrogenaza
(S. Ochoa, 1948; T. P. Wang si colab., 1954) sau fosfogluconat dehidrogenazi
(B. L. Horecker si P. Z. Smirniotis, 1951).

D.R. Walt si colab., (1984) au imbunatitit metoda de producere a NADP*
din NAD" prin fosforilare enzimatica (Fig. 3.3.) (vezi si NAD).

NaD?Y ATP Ac”
NADP* ADP Ac P
Fig. 3.3. Sistem de producere a NADP*. Ac este acetat; AcP, acetilfosfat, NADK,
NAD kinazi.

Proprietdti. Compusul purificat este usor solubil in apa si este stabil
saptimani de-a rindul cand este pastrat in frigider ca solutie a acidului liber.
Este mai putin stabil in acizi tari sau alcalii.

Puritatea se determind prin masurarea densititii optice la 340 nm a
produsului redus pe cale enzimatica (spectrul de absorbtie in UV este identic cu
al NAD, vezi acolo). Coeficientul de extinctie al NADP-ului redus, la aceasta
lungime de undi, este 6,22 » 10° cm?mol (B. L. Horecker si A. Komberg,
1948). Glucozo-6-fosfatul si asa-zisul Zwischenferment (glucozo-6-fosfat
dehidrogenaza) (O. Warburg si colab. 1935), 6-fosfogluconatul si fosfogluconat
dehidrogenaza sau izocitratul cu izocitrat dehidrogenaza (S. Ochoa, 1948) sunt

sisteme redox adecvate si specifice pentru NADP. Coeficientul de extinctie al
NADP-ului oxidat, la 260 nm, este 18,0 x 10¢ cm¥mol.
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3.8. FLAVIN COENZIME

Flavin coenzimele cuprind flavin adenin dinucleotidul (FAD) si flavin
mononucleotidul (FMN).

3.8.1. Flavin adenin dinucleotid (FAD)

FAD-ul constituie una dintre formele de existentd a riboflavinei (vitamina
B,) in naturd. Totodatd existd o serie de enzime, acoperind un spectru
metabolic larg, care contine drept grupare prostetici FAD-ul: succinat
dehidrogenaza, dihidrolipoil dehidrogenaza, acil-CoA dehidrogenaza, glicerol
3-fosfat dihidrogenaza, D-aminoacid oxidaza, glucozo-oxidaza, xantin
oxidaza etc.

FAD-ul a fost preparat prima oara de catre Warburg si Christian (1938) din
ficat, rinichi sau drojdii. Ei purificau FAD-ul ca sare de bariu, argint sau mercur
urmata de extractie cu fenol sau p-cresol. Acest procedeu a fost imbunatatit de
alti autori care utilizau in plus cromatografia de partitie sau adsorbtie (E. Dimant
si colab., 1952), cromatografie pe pudrd de celuloza (L. G. Whitby, 1953),
rasini schimbétoare de ioni (K. Yagi si colab., 1955) sau electroforeza pe o
coloand de pudra celulozici (N. Siliprandi si P. Bianchi, 1955). In toate
aceste cazurl materia prim3 o constituie un {esut animal sau drojdiile, care di
randamente mici.

S-a relatat producerea FAD-ului de catre miceliul de Eremothecium
ashbyii (T. Masuda si colab., 1955) care este aplicabild la prepararea de
cantititi mari de FAD; utilizarea florisilului ca suport cromatografic a favorizat
deasemenea obtinerea FAD-ului pur in cantititi apreciabile (K. Yagi si
M. Tada, 1960).

FAD-ul poate fi obtinut si prin sintezd chimici. S. M. H. Christie si
colab., (1954) au condensat sarea de argint (mono) a FMN cu 2’,
3’-izopropiliden adenozin-5-benzilfosfocloridat, urmata de indepartarea
gruparilor protectoare:

20 0
- -p— 0
'CHZ(.CHOH)BCFLIO P\OH 0A9 (L —P — OCH,
N 0. Ad
LN "
+
- NH
HY N 0 0
0 N C e
Sarea de argint (mono) VRN
a ﬂfvin H3C CH3
mononucleotidului
(EMN) 2°,3"-Izopropiliden

adenezin-5-benzilfosloridat
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Flavin adenin dinucleotid (FAD)

Ulterior s-a realizat o sinteza directd de la FMN si AMP utilizand drept
catalizator di-p-tolil carbodiimida (M. Huennekens si G. L. Kilgour, 1959).

Structura chimicid a FAD-ului este legatd de structura FMN si a 5°-AMP
(vezi acolo). Asta intrucat a fost gasitd o pirofosfatazi care scindeaza legitura
pirofosfat din NAD*, NADP*, FAD, ADP, ATP si tiamin pirofosfat (A. Komberg
si W. E. Pricer, Jr., 1950). Prin urmare, in prezenta acestei enzime FAD-ul este
clivat la FMN si 5°-AMP. Sinteza chimic3 mai sus mentionati a confirmat
deasemenea structura chimica prezentat. Si nu in ultimul rind constatarea ci
expunerea FAD-ului la oxidarea cu metaperiodat sau tetraacetat de plumb duce

.ladistrugerea atat a restului ribitil cét i a D-ribozei a eliminat o serie de formule
" echivoce ale FAD-ului.

Proprietdti. Intr-o stare de puritate relativ avansati concentratia FAD-ului
se determind masurand DO la 450 si 260 nm. Coeficientul molar de extinctie al
FAD-ului 1a 450 nm este 11,3 + 10° 1 » mol! » cm™. Raportul DO, /DO, este
utilizat ca un criteriu de puritate. Intr-o stare de puritate avansati (peste 85%)
acest raport are valoarea 3,24, Spectrul de absorbtie al FAD-ului la pH 7 prezinti
maxime de absorbtie la: 447, 372, 265 si 220 nm.

Compusul este enzimatic activ in sistemul de reactie al D-oxidazei
iar constanta de disociere a complexului dintre FAD si proteina oxidazei este
L1 x 107 moli/l.

Fluorescenta solutiei apoase este galbena, spectrul de fluorescenta avand
un maxim la 535 nm. Aceasti fluorescentd se intensific prin hidroliza cu acid
clorhidric cind FAD-ul este hidrolizat la flavin mononucleotid.

FAD-ul dizolvat in apa la pH neutru este descompus de citre lumina dar
este mai stabil decat riboflavina sau FMN. In mediu alcalin FAD-ul este
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fotodescompus cu aceeasi vitezi ca alte flavine. In intuneric solutiile apoase de
FAD sunt stabile timp indelungat la 0°C dar la 80°C (saumai sus) se hidrolizeaza
la FMN. La temperatura camerei produsul trebuie protejat si contra atacului

microbian.
3.8.2. RIBOFLAVIN 5-FOSFAT

(Flavin mononucleotid, FMN)

Riboflavina. Riboflavina este larg raspanditd In lumea vie. Riboflavina se
giseste ca atare in lapte, retina (aldturi de FMN), urind, sperma. fn multe tesuturi
animale §i vegetale riboflavina se gaseste ca ester fosfat (FMN, vezi mai departe)
sau ca flavinadenindinucleotid (FAD).

Riboflavina pura a fost izolatd din zer Tn cursul unei lucrir care avea ca
scop purificarea vitaminei B,; s-a observat ¢ preparatele care stimulau cresterea
sobolanilor hraniti cu o dieta lipsitd de vitamina B, erau puternic colorate in
galben si prezentau o fluorescenti verde. Noul compus a fost numit lactoflavina.
Alti compusi - ovoflavina, hepatoflavina, uroflavina, al cirui nume indicd
materialul de pornire, sunt identice chimic cu lactoflavina. Deoarece vitamina
B, este un derivat al D-ribozei i s-a dat denumirea de riboflavina.

Concomitent si independent de lucririle de mai sus a fost descoperit
,,fermentul galben" din drojdii, care are in constitutia grupari prostetice
riboflavina; a fost astfel inteleasd functia biochimicd a vitaminei B,.

Din 54001 zer, care contine cam 11 g riboflavina, a fost preparat 1 g vitamina
purd si i s-a elucidat structura prin reactii de descompunere. Riboflavina este
7,8-dimetil-izoaloxazina substituitd in pozitia 10 cu un rest ribitil. Cele patru
grupari hidroxil ale catenei laterale pot fi acilate. Acestea constituie doua perechi
vecine dupd cum arat3 formarea unui compus diizopropilidenic.

Oxidarea riboflavinei cu tetraacetat de plumb di 0,8 moli formaldehids,
ceea ce dovedeste prezenta unei grupdri hidroxil primare in vecinatatea unei
grupan hidroxil secundare. Catena laterala contine trei atomi de carbon asimetrici.
Distributia spatiala a gruparilor hidroxil a fost confirmata prin sinteza.

Prin expunere la lumin3 catena laterald se rupe si rezulta diferiti produsi
conform cu schema din Fig. 3 4.

Lumiflavina solubila in cloroform a fost obtinuta din fermentul galben al
drojdiei prin iradiere in solutie alcalind. Riboflavina este un derivat al
izoaloxazinei In timp ce lumicromul constituie un derivat aloxazinic. Catena
lateralda a fost probabil scindati ca fragmente HOCH,CHO si
HOCH,CH(OH)CHO. Riboflavina posedd structura urmditoare:
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OH OH ?H
1
H E- c-c—cupn
24 HH
9
N} 20
Rlboﬂavlmi
O Laming_peuru - Levcoriboflvid
. fard O, Leucodeuteroflavind
) solutie ]
solutie acidi sau ¢
alcalind neutrs
c|.|3 CHZCH 0
Lumiflavind Lumicrom Deuteroﬂavmi"
(7,8,10-Trimetil- (7,8-Dimetil- (7,8-Dimktil-10-formil- 7e
{zoaloxazinZ) alxazing) metil-izoaloxazind)

Fig. 3.4. Fragmentarea, in diferite conditii, a moleculei de riboflavina
cHy— CHOH=CHOH—CHOH—CH,OH
i

: R
. 8 9 9 |
; N /1?40 H3C8 1'6 /qquo
; 4 3NH H ] 3/ AT

numerotarea veche Riboflavina numerotarea noui

Riboflavina este 7,8-dimetil-10-(1’-ribitil)-izoaloxazini. Descompunerea

ribo- si lumiflavinei in mediu alcalin are loc dupa cum urmeaza:

i i

NN N
g I\ /Wéo . HyC _0
H T = "7 + e o
C = uree
§ N I K COOH

Riboflavini (R = ribitil) Ia
Lumiflavini (R = CH,) Ib
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Descompunerea In continuare a compusului Ib are loc astfel:

CHy
N
Hy 20 Subhmure 3c NuOH QNH(H3
—¢o,
H N7 ~COOH 2 NH,
7%
Lactam
id 1,2-dihidro-1,6,7-trimetil-2-ceto-3-
Acid 12-dibidro-L,6,7-imell-2-¢6103 1 2-Dimetil-4-amino-5-metil-aminobenzen

Descompunerea bacteriand a riboflavinei de citre Pseudomonas riboflavina
sau de catre enzimele izolate din acesta duce, In prezenta oxigenului i a NADPH,
la 1-ribitil-2,3-diceto-1,2,3,4-tetrahidro-6,7-dimetilchinoxalina (IV):

lCH?(C HU—H3CH20H Rl,
jéo Hy Z 70
N X0 " AN NH
WY Va: R =-CH,CHOH

Vb:R=-CHCH=0

In conditii anaerobe sau in cazul altor bacterii se formeazi din riboflavin,
7,8-dimetil-10(2’-hidroxi-etil)-izoaloxazind (Va); a fost izolat deasemenea
un compus inrudit: 7,8-dimetil-10-formil-metil-izoaloxazind (Vb)
(,,Deuteroflavina"):

Sinteza flavinelor. Structura lumiflavinei rezultatd prin degradare a fost
confirmata prin sintezi:

NH3 CHy
HC H H N
3 NGFANP HY NNV
' A, N
(l)l 1l

1,2-Dimetil-4-amino-5- Aloxan (reacfioneazi in Lumiflavind
metil aminobenzen forma izo)

Sinteza riboflavinei a decurs in felul urmator: prin condensarea 3,4-xilidinei
cu D-riboza a rezultat 3,4-xilidin-N-ribotid. Acesta a fost redus la N-(D-ribitil)-
3,4-dimetilanilina. Cel de-al doilea atom de azot a fost introdus Tn moleculi ca
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grupare diazo a cirei hidrogenolizi a dus la 1,2-dimetil-4-amino-5-(D-1’-ribitil)-
aminobenzen. Condensarea ultimului compus cu aloxanul a dus !s riboflavina
(Fig. 3.5).

0

NH- C C— C -C- CHZ
+ D- Rlboza 3 H H ﬁ ‘!‘
+ H?

—
3 4-Xilidind 3 4-Xilidin-N-ribotid

H3C NHCH?(CHOH)af.‘H?OH

+ CeHe—N=N] T
Ry -
N-(D-Ribitil)-3,4-dimetillanilin
Hy NHCH,[CHOHI3CHPH Wt NHCHJCHOHCH.OH
.
H N=N-CgHg H{ NH,

1,2-Dimetil-4-amino-5-(D-1"-

Compus diazo
ribitil)-amino-benzen

N /0
2 ‘e
\'NH

C (CHOH! CHZOH

07N
Aloxan KI I”j/o

Riboflavini

Fig. 3.5. Sinteza riboflavinei

Proprietdfi. Formula moleculard a riboflavinei este C H, N O,
278-282°C (desc.). Riboflavina cristalizeazi din acid acetic diluat, alcool apa
sau piridina, sub forma de ace fine de culoare galben-portocaliu. Este insolubila
in eter, acetond, cloroform si benzen; este putin solubila in fenol, acetat de amil
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sialcooli (in etanol pani la 4,5 mg %). Solubilitatea In apa la temperatura camerei
depinde de gradul de puritate si starea de cristalizare,situdndu-se intre valorile
6,6-33 mg %. Pentru scopuri medicale s-au realizat concentratii mai ridicate pe
diferite cdi cum ar fi cu ajutorul mediatorilor de solubilitate sau prin utilizarea
derivatilor cu solubilitate mai ridicati. Solubilitate buna prezinta sirurile alcaline
si unele amino-saruri (de ex. cu dietanolamina) ale acidului riboflavin-5’-fosforic
(flavinmononucleotid = FMN).

Solutiile apoase neutre ale riboflavinei sunt putemic colorate in galben
(maxime de absorbtie la 447,372, 265 si 220 nm); totodatd prezinti fluorescenta
verde (maxim la 530-565 nm). Bazat pe aceasta s-au elaborat metode de dozare
colorimetrice si fluorometrice. Numai formele neincircate electric ale flavinei
prezinti fluorescentd, dar nu si cationii sau anionii ei. Diferite substante ca:
electrolitii (de ex. iodura de potasiu), ionii metalici, compusi aromatici (indeosebi
fenolii), purinele, pirimidinele si tiolii 1i sting partial fluorescenta. Majoritatea
flavoproteidelor nu prezinta fluorescentd masurabila.

pH-ul unei solutii apoase saturate de riboflavini se situeazi la valoarea 6,
care se acordi cu punctul izoelectric. Vitamina are caracter amfoter; constantele
ei de disociere sunt: K, = 6,3 « 102 si K, = 0,5 * 10> iar potentialul redox
E, =-0,185 V (pH 7). Activitatea opticd are valori mici in domeniul neutru
si acid iar in domeniul alcalin depinde de concentratie: in NaOH 0,1 N [a]* =
= -70° (¢ = 0,06%) si = -117° (c = 0,5%). Esterul cu acidul boric este
dextrogir.

Tn solutii apoase neutre sau acide riboflavina este destul de stabil3 la caldurd.
fn alcalii la cald se descompune repede, indeosebi sub influenta luminii. La
iluminare cu o lungime de unda sub 600 nm riboflavina se descompune si in
solutii neutre. Iradierea cu radiatii Roentgen in solufie etanolica acidifiatd cu
acid sulfuric transformd vitamina Intr-un monohidroradical de culoare rosie.

fn numeroase cazuri riboflavina a fost utilizati ca fotosensibilizator. Asa
au fost oxidati prin iluminare Tn prezenta riboflavinei urmitorii compusi: tirozina,
DOPA, triptofanul, histidina, metionina, acidul indolilacetic, acidul folic,
vitamina B, adrenalina i ergosterolul. Pe aceasta se bazeazi o metoda tehnici
de preparare a piridoxal-5-fosfatului din compusi cu trepte de oxidare mai joase.
Este posibili si calea inversa: fotoreducerea flavinei cu amine si aminoacizi.

Deasemenea acizii nucleici si enzimele (0-amilaza, ureaza, tripsina) pot fi
inactivate de cétre lumina vizibila in prezenta riboflavinei. Inactivarea ADN are
loc prin descompunerea guaninei.

Conversia, catalizatd de citre riboflavini, a metioninei la 3-metiltio-
propionaldehida este rispunzatoare pentru alterarea gustului laptelui de citre
lumind; de aceea laptele nu se expune la lumina solara.

Fati de oxidanti riboflavina este destul de stabila astfel ca impurititile pot
fi inldturate cu ajutorul Cl,, H,0,, HNO,, HC10,; vitamina este descompus

272
insd de cétre hidroperoxid in prezentd de séruri fero- sau cuprice. Pe lang3 aceasta
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se produce lumind cu o lungime de undi aseminitoare luminii fluorescente;
aceastd chemoluminiscent3 este optimi la pH 7-8. Compusii aromatici adaugati
in mediu sunt hidroxilati. Substratul luminiscentei bacteriene pare a fi identic
cu riboflavinfosfatul redus. In afari de aceasta luciferaza preparati din bacterii
necesitd, pentru producerea luminiscentei, si o aldehida cu catena lunga (de ex.
dodecilaldehida) si oxigen.

Riboflavina este eliberatd din esterul riboflavin 5°-fosfat prin incélzire cu
acizi diluati sau enzimatic.

Formele reduse ale riboflavinei sunt relativ greu solubile si aceastd
proprietate este utilizati pentru precipitarea riboflavinei prin reducere cu: metoda
electroliticd, ditionit de sodiu, hidrogen sulfurat (sau sulfurd de sodiu), sdruri de
Sn?, Ti**, Cr¥*, V**,

Metodele de dozare sunt colorimetrice sau fluorometrice, direct sau dupa
iradiere adica prin transformare In lumiflavina care este solubila in cloroform.
La determinarea riboflavinei se mai utilizeaza proprietati ca: disparitia
fluorescentei riboflavinei prin reducere cu hidrosulfit (se méasoara fluorescenta
inainte de reducere si se scade fluorescenta reziduald dupa reducere), dependenta
fluorescentei riboflavinei de pH (este maxima la pH 6,8-7,0 si minima la pH
11,0). Maximul fluorescentei unei solutii de riboflavina la pH 7,0 este la 530
nm. O metoda extrem de specifica pentru dozarea riboflavinei s-a dovedit a fi
metoda polarografics, potentialul de semiunda la pH 7 fiind -0,48 V.

3.9. ACIDUL LIPOIC (ACIDUL TIOCTIC)

Descoperirea acidului oi-lipoic este de daté relativ recentd: compusul a fost
descoperit in anul 1945 ca factor de crestere al organismului protozoar Tetrahy-
mena geleii. in organismele vii acidul lipoic participi la decarboxilarea oxidativa
a o-ceto-acizilor; mai precis la preluarea unei grupiri acil (aldehidice) de la
tiamin-difosfat:

+c1
—W CHy
U SV -
0 CH,CHO-P-0-P-
S ”z“zOO:H &

H
~CH Acid lipoic
- 1
N CHy R
—N
ll\ | * HS
g~ “CHLHOPOH, ey
R/

Tiamin pirofosfat
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in organismele vii acidul lipoic se gaseste, ca si biotina, combinat cu
enzimele printr-o legituri covalentd a gruparii amidice a catenei laterale a lizinei:

1
'
-
NH
|.
{CH,)3C0- NH (CH?M—EH
co
S—§ ‘l :
O proprietate chimic stranie a acidului lipoic este existenta In ciclu a unei
tensiuni de 17-25 kJ/mol. Din aceasti cauzi grupdrile tiol si acidul cianhidric

reactioneaz3 ugor cu acidul lipoic oxidat pentru a da disulfuri mixte i respectiv
tiocianati:

(YR‘l + HCH (YR’ R—SH l/\(R'f
D -
N=C —S SH S—S ! % ‘SH
R—-5s
Tiocianat Disulfurd mixti

Pe de alta parte potentialul de reducere E*” (pH 7 51 25°C) este de -0,30 V,
aproape acelasi cu al NAD-ului redus (-0,32 V). Astfel ca reoxidarea acidului
lipoic redus de catre NAD* este termodinamic fezabila.

Pe baza comportirii chimice si polarografice s-a conchis c3 acidul lipoic
este o disulfurd ciclica. Pe baza cercetirilor structurale cu raze Roentgen, precum
si spectroscopia In infrarosu s-a gasit c@ forma ciclicd a acidului lipoic contine
o legatura disulfurica a acidului 6,8-dimercaptooctanoic. Dovada a rezultat si
prin sinteza (Fig. 3.6). Acidul lipoic a mai fost denumit acid 1,2-ditiaciclo-
pentan-3-valerianic. Acidul lipoic a mai fost numit acid 6,8-tiooctanic sau, mai
pe scurt, acid tioctic. Are formula C;H,,0,S..

Existd mai multe metode de sinteza a acidului lipoic. Una dintre acestea
pomeste de la clorura esterului etilic al acidului adipic (I). Aceasta prin reactie
cu etilena, in prezenta de AICL, duce la esterul etilic al acidului 8-cloro-6-oxo-
octanoic care prin eliminare de HCI trece in esterul etilic al acidului 6-oxo0-7-
octenoic (II). Acesta prin reactie cu acidul tioacetic a dus la 8-acetiltioderivat
(III), iar prin reducere ulterioard cu borohidrurd de sodiu la esterul etilic al
acidului 8-acetiltio-6-hidroxioctanoic (IV), din care prin hidrolizi ia nastere
acidul liber (V). Prin tratarea acestui acid cu tiouree si acid iodhidric se obtine
acidul 6,8-dimercaptooctanoic (VI), care prin reactia cu oxigenul in prezenti de
clorura ferica se ciclizeaza (VII) (Fig. 3.6).
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Proprietati. Racematul acidului o-lipoic obtinut prin sinteza cristalizeaza
aciform (de culoare galbeni) cu p.t. 61°C. in solventii organici obisnuiti acidul
o-lipoic este usor solubil; este putin solubil in apd. Solutia metanolicd a
compusului prezint3 in spectrul UV un maximum de extinctie la 332 nm (datorat
tensiunii din ciclu) i un minim la 280 nm.

Acidul lipoic se transformi, prin desulfurare cu nichel Raney, in acid
n-caprilic.

) ) 0] o)
I CH, = CH, I
C,H,0-C-(CH,)),-C-C1 —— C,H,0-C-(CH,), -C-CH = CH,
Clorura acida a esterului AICIg E . N
s PRt sterul etilic al acidului
etilic a acidului adipic .
6-0xo0-7-octenoic

I 1l

y 0
‘CH3 -C7 O O
Acid tioacetic SSH | | NaBH,
» C,H,0-C-(CH,) 4'C'CH7'CIH2——>
S-CO-CH3
8-Tioacetilderivat

0] 111
KOH

l
C,H,0-C-(CH,),-CH-CH,-CH, ——
I I
OH  S-CO-CH,

Esterul etilic al acidului 6-hidroxi
8-acetiltiooctanoic

v
HI, S = C(NH,),
HOOC-(CH,),-CH-CH,-CH, —Louree__,
| |
OH SH
Acid 6-hidroxi 8-mercapto octanoic
v
0,, FeCl
CH,-CH,-CH-(CH,),-COOH —2——=%
| l
SH  SH
Acid 6,8-ditiooctanoic VI
CH,-CH,-CH-(CH,),COOH
l
S

S
Disulfura ciclicd a acidului 6,8-ditiooctanoic
Fig. 3.6. Sinteza acidului lipoic.
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3.10. GRUPA ACIDULUI FOLIC

S-a observat ci pacientii cu anemie macrociticd tropicald - o anemie in
care eritrocitele sunt marite, dar reduse ca numir - se vindeca prin administrare
de extracte de drojdii sau ficat. Boala putea fi, de asemenea, observata la
maimutele hrinite cu o dieta corespunzatoare. O anemie similari putea fi indusi
la puii de giind; boala putea fi vindecata cu ajutorul unui compus existent in
drojdii, lucernd si alte materiale biologice. Recunoasterea, pe de alti parte, a
existentei unor substante de crestere ale bacteriilor (Lactobacillus casei,
Streptococcus lactis etc.) a dus la descoperirea structurii compusului legat de
activititile de mai sus - acidul folic (acid pteroil glutamic). Una dintre functiile
biologice ale acidului folic este interconversia serinei si glicinei. Mai precis, un
derivat al acidului folic, acidul tetrahidrofolic, este raspunzitor pentru transportul
gruparilor formate dintr-un singur atom de carbon aflat in grade de oxidare
variabile. Acidul folic a fost numit si vitamina B_.

Experimentele de fotoliza corelate cu analiza fragmentelor formate au
contribuit la elucidarea structurii acidului folic; fotoliza acidului folic are loc

) H
astfel: Acid CH=0
folic -ac%d glutgnic ¥V | j/ _EELL
-acid p-amino- NH/l\N N/

benzoic
)\)I j) ‘C°7 J\)I j
Acxd 2-amino-4-hidroxi- 2.Amino 4-hidroxi-
pteridin-6-carboxilic pteridin¥

Clarificarea structurii acidului folic s-a bazat In esentd pe descompunerea
acestuia la acid 2-amino-4-hidroxi-pteridin-6-carboxilic. Acest acid a putut fi
obtinut prin oxidarea 2-amino-4-hidroxi-6-metil-pteridinei sintetice, ceea ce a
dus la cunoasterea structurii sale.

Sinteza acidului folic (acid p (2-amino-4-hidroxi-6-pteridil)-metil-amino-
benzoilglutamic) cunoaste o diversitate de cdi. Una dintre ele este prezentd
mai jos.

Proprietdti. In apa fierbinte acidul folic este solubil in proportia de 1:5000,
din care se obtine sub forma de cristale de culoare galben-portocaliu (2H,0). Se
descompune usor in mediu acid sau alcalin, precum si sub influenta luminii
(mai ales UV).

Prin hidroliza acidului folic cu NaOH la 100°C in prezenta oxigenului se
formeazi acid 2-amino-4-hidroxi-pteridin-6-carboxilic.
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OH OH

H

NN Br-CH~ CHyBr c”zBr_zH

Ko oot = J L=

S
NH; NH, Aldehida 2,3-dibrom NH;

2,5,6-Triamino- propianicd

4-hidroxi-pirimidina

COOH

@ CO-NH- E
C {CH )Z—COOH
H; Acid p-amino-benzoil- glutamlc
)\ ~HE.

CO0H
10NH—©C0 NH — g H

. 9cH ICHY
J{ Cook

Acid folic
(Acid pteroil glutamic)

Dac3 materialul de testat contine cel putin 50% acid folic, acesta poate fi
determinat spectrofotometric in UV. Acidul pteroil-glutamic (2H,O) pur poseda
la pH 13 in mediu apos urmitorii coeficienti de extinctie: A___ =256 nm, log e=
=4,43; ) _ =283 nm, loge=4,40; A___ =368 nm, log & = 3,96.

Se recomanda doud procedee chimice pentru dozarea acidului folic: acidul
folic in mediu acid este redus la 2-amino-4-hidroxi-6-metil-pteridind si acid p-
amino-benzoic, respectiv, acid p-amino-benzoil-glutamic; ultimii doi sunt dozati
printr-o reactie de cuplare urmat de colorimetrare (A. C. Bratton si E. K. Marshall,
Jr,, 1939; J. Komendh, 1954). Pe de alti parte, oxidarea acidului folic la acid
2-amino-4-hidroxi-pteridin-6-carboxilic si masurarea fluorescentei produsului
de oxidare, constituie o altd metodi de dozare.

Derivafi. 1. Acidul 7,8-dihidrofolic a fost preparat din acid folic fie prin
hidrogenare catalitica pe PtO, (Fig. 3.7), fie prin reducere enzimatici, cu NADPH
(B.L. O’Dell si colab., 1947; B. E. Wright si colab., 1958). Reducerea acidului
folic cu hidrosulfit de sodiu (Na,S,0,) in prezenti de ascorbat, a dus de asemenea
la acid 7,8-dihidrofolic (S. Futterman, 1957). Acidul dihidrofolic apare de
asemenea prin expunerea acidului tetrahidrofolic la aer (vezi acolo). Acidul

251

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



7,8-dihidrofolic are un maxim de absorbtie la 283 nm la pH 7,5 cat sila pH 12.
LapH 7,5 £ =19 » 10° cm*/mo], iar la pH 12 raportul DO,,,/DO,, = 2,9.

2. Acidul 5,6,7,8-tetrahidrofolic a fost preparat din reducerea acidului folic
fie catalitic (PtO,; Y. Hatefi si colab., 1960), fie enzimatic cu NADPH, via acid
7,8-dihidrofolic (M. J. Osborn si F. M. Huennekens, 1958; S. Futterman, 1957)
(Fig. 3.7). i COOH
| - CO- NH-CH

|
(CH'))?
H ]
Acid folic +_—>* Y COOH
N~

OH

_CHy

H
Hz Acid 7,8-dihidrofolic COOH
1
10NH “@—CO—NH—CH
OH 9 (
~
*Hy  3NT , 56f“ COOH
—>
~ 8 TeH,
HN? N N~ Ha

H
Acid 5,6,7,8-tetrahidrofolic
Fig. 3.7. Reducerea, in trepte, a acidului folic.

fn NaOH 0,1 N acidul tetrahidrofolic are un maxim larg de absorbtie la
286 nm. Coeficientul molar de extinctie este 18,5 ¢« 10 cm?mol. Acidul
tetrahidrofolic este extrem de sensibil 1a ox1dare mai ales in stare umed3: proaspit
dizolvat in tampon la pH 7,0 prezmté maxim de absorbtie la 297 nm. fn timp de
10 min la temperatura camerei maximul de absorbtie se strimuti la 282 nm;
aceastd schimbare este mult Intarziata in prezenta mercaptoetanolului. Compusul
cu maxim de absorbiie la 282 nm este cu certitudine acidul dihidrofolic, fapt
dovedit atat de spectrul sdu, precum si prin reducerea sa la acid tetrahidrofolic
de citre o enzima dependenta de NADPH.

3. Acidul N5, N10-metilen tetrahidrofolic, obtinut prin condensarea
formaldehidei (rezultatd din serind) cu atomii de azot mentionati ai acidului
tetrahidrofolic, este un intermediar important in transferul fragmentelor continand

un atom de carbon: - CH— N_R
o\ \
- _CHy
N .
N | ?.H
CH
N .

Acid N5,N10-metilen tetrahidrofolic
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3.11. S-ADENOZIL-L-METIONINA (A-Me)
S-(5’-Deoxiadenozin-5’)-L-metionina

Atdt sub aspect cantitativ, cit si ca diversitate S-adenozil-metionina
constituie unul dintre principalii donori de grupéri metil din organismele vii.

S-Adenozil metionina este produsul unei reactii enzimatice (G. L.
Cantoni, 1953):

Enzima, GSH, Mg?*
L-Met + ATP — A-Me + pirofosfat + fosfat anorganic

(Enzima a fost initial izolata din ficat de iepure). Structura compusului a
rezultat din cercetdn intreprinse asupra S-adenozil-L-metioninei marcate cu *C
sau S, cercetdri rezumate in Fig. 3.8 (J. Baddiley si G. L. Catoni, 1953). La
cele de mai sus se adaugd urmétoarele rezultate: la pH 7,8 S-adenozil-L-metionina
migreazi ca un cation; pe rasini schimbétoare de ioni se comportd ca o baza
tare. Prin tratare cu acid nitros baza purinici devine hipoxantind. S-Adenozil-
metionina di reactfie pozitiva cu periodatul, ceea ce dovedeste existenta a doua
grupari hidroxil libere situate de aceeasi parte (gruparile hidroxil 2’ si 3” din
restul D-ribozei). Hy

N Coo HE-S-CH o
@w« o4

tH OH ) _
Adcnmﬁ 5-Deoxi-5-metil
Homoserind tioribozi

Hidrolizi acidi

NH,
N Ay
COOH { | H
~,
S-Adenozil- pHE HN- CH M-S N
7 e + 3l o
ST metionidd 100 °C .
CH2
Homoserind

5’-Deoxi-5"-metil
tioadenozini

COOH

OH
!

H,N—-CH V4 /&,‘_

Tt L
y oL NN
Hf— S — CH,

f ? L 0

HyC

S-Inozil-metionind

Fig. 3.8. Reactii care au dus la elucidarea structurii chimice a S-adenozil-L-metioninei.
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Destinatia gruparilor fosfat din ATP a fost gésitd lucrdnd cu ATP marcat
cu 3?P in pozitiile o si B. Rezultd, prin formarea A-Me, pirofosfat radioactiv si
fosfat anorganic nemarcat (G. L. Cantoni si J. Durell, 1957):

Enzim3, GSH,
L-Met + AdR-P*-P*-P — A-Me + P*P* + P,
Mg2+

S-Adenozil-DL metionina a fost sintetizat3 prin reactia dintre 5’-deoxi-5’-
metiltioadenozin3 si hidrobromura acidului DL-2-amino-4-bromobutiric
(J. Baddiley si G. A. Jamieson, 1954) (Fig. 3.9).

COOH

l ' &

l ,H ‘ -HBr

C2 CHy

Br
Acid DL-2-amino- . o ‘
4-bromobutiric 5' -Deox1-§ :metll

tioadenozini
COOH NH

| 2
N—-CH XN
HZ IH { | /'
iyt NP

Chy= $'=CHy

CH3

DL-Adenozil-metionind
Fig. 3.9. Sinteza DL-Adenozil-metioninei.

Proprietati. Spectrul UV al AMe este identic cu al acidului adenilic. Testarea
activitatii biologice a A-Me se realizeaza in prezenta unui acceptor de grupari
metil (G. L. Cantoni si P. J. Vignos, Jr., 1954) (de ex. acidul guanidinoacetic,
v. mai jos).

Piastrata la rece si pH 4-6, adenozil-metionina este stabila. La pH mai acid
stabilitatea sa este limitatd datoritd labilitdtii legdturii glicozidice intre
tiometilribozi si adenini. In mediu alcalin se descompune rapid la
tiometiladenozin3. Puritatea adenozil-metioninei poate fi evaluati cromatografic
sau enzimatic cu guanidinoacetat metil transferaza. (Produsul de reactie este
acidul N-metil guanidinoacetic (creatina)).
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HN - CH, COOH
| .

5-Adenozil-L- PLES Enzimatic
L + HN NH
metionind 2

Acid guanidinoacetic

COOH
|
HN-CH Myl _ C(Hp COOM

CH N

12 + l

EH? an =NH

s —CH, p_ A A

Y Acid N-metilguanidinoacetic

(Creatinid)

S-Adenozil homocisteini

3.12. 3’-FOSFO-ADENOZIN-5’-FOSFOSULFAT
(PAPS, ,,sulfat activ”)

PAPS este principalul donor de grupiri sulfat in celulele organismelor vii.
Astfel, monogalactozil-digliceridul, digalactozil-digliceridul, galactozil-
ceramidul sunt sulfatate in prezenta PAPS si a enzimelor respective la galactoza
in pozitia 3’ (A. Knapp si colab., 1973).

PAPS a fost gisit ca produs a doud enzime din drojdii care, printr-o actiune
succesivi, sintetizeaza acest compus. Prima este adenozin trifosfat-sulfurilaza
care di adenozin-5’-fosfosulfat si pirofosfat (din ATP si sulfat anorganic), iar a
doua este adenozin-5’-fosfosulfat-3’-fosfokinaza care, utilizind inci o molecula
de ATP, da adenozin-3’-fosfat-5’.-fosfosulfat si ADP (P. W. Robbins si
F. Lipmann, 1958). Aceeasi autori, studiind ATP-sulfurilaza, au determinat
constanta de echilibru:

[APS] « [PP}]

K= =10
[ATP] - [SOZ]

ceea ce corespunde la o variatic a energiei libere standard la pH 8 de aproximativ
11 kcal/mol. Fosforilarca adenozin-5’-fosfosulfatului la PAPS are o energie
libera standard 1a pH 8,0 51 37°C AF° = -6 kcal/mol. Aceasta fosforilare, impreuna
cu hidroliza pirofosfatului de citre pirofosfataza (AF® = -5 kcal/mol) echilibreaza
etapa endergonici initiald. Tot atunci s-a dovedit existenta ATP sulfurilazei in
extracte de ficat.
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S-a realizat, de asemenea, sinteza chimica a PAPS-ului prin reactia dintre
3',5'-ADP si complexul SO,-piridina (J. Baddiley si A. R. Sanderson, 1963):

Ad
H.0,POCH, 0
13 [; =
+ ] -
N
N
03P0 S03
37,5 -Adenozin Complex Py-SO,
difosfat . H
—§ — P—0CH, /'
o Q $
0 oH -
N
H,0,P 0 Piridina

3’-Fosfoadenozin 5’-fosfosulfat (PAPS)

Complexul Py-SO, a fost preparat prin metoda lui Baumgarten (1926).
Proprietdti. Dozarea PAPS s-a realizat prin masurarea scidenii DO, datoritd
transferului grupirii sulfat a PAPS citre p-nitrofenol (P. W. Robbins si F.
Lipmann, 1957).

PAPS ¢ hidrolizat usor in mediu acid. Areunt , in HC10,1 N1a37°C de
6 min. Legitura fosfosulfat este rezistentd la alcali1 la temperatura camerei.
Incubarea la 37°C in KOH 0,1 N timp de 1 h nu arat3 vreo pierdere detectabila
de sulfat transferabil, iar Incélzirea la 100°C timp de 2 min nu duce la hidroliza
PAPS in solutii tamponate la pH intre 7 si 9.

3.13. URIDIN 5’-DIFOSFAT GLUCOZA
(UDP-Glucoza, UDPG)

UDP-Glucoza are urmitoarele implicatii biochimice: glicogen sintetaza
catalizeaza reactia:

UDP-Glucozi + (glucoza), — UDP + (glucozi) ,
Glucozo epimeraza (galactowaldenaza) catalizeaza reactia:
UDP-Glucozda ———— UDP-galactozi

S-a dovedit apoi ca UDPG actioneaza ca donor glucozil in sinteza trehalozo-
fosfatului la drojdii conform reactiei (L. F. Leloir si E. Cabib, 1953):

UDPG + Glucozo-6-fosfat — Trehalozo-fosfat + UDP
Enzimele din plante catalizeazi reactia de formare a sucrozei:
UDPG + fructozZd ————— UDP + sucrozi
(L. F. Leloir si C. E. Cardini, 1953).
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Legat de obtinerea UDP-glucozei prin metode biologice s-a observat ca
tratarea drojdiei de bere cu toluen creste randamentul in UDPG. Astfel,
amestecarea drojdiei cu o cantitate de toluen egald cu 10% din greutatea sa,
urmati de incubarc la 37°C timp de 40 min, duce la o crestere a cantititii de
UDPG cu 50-400%, dar nedepasind 2,5 micromoli de UDPG per gram de celule
(L. F. Leloir si A. C. Paladini, 1957).

UDP-Glucoza a fost obtinuta si prin sintezad din UMP si oi-D-glucozo-1-
fosfat (J. G. Moffat, 1961). Prin aceeasi metoda au fost obtinuti urmatorii
compusi: acidul UDP-glucuronic, UDP-N-acetil glucozamina, UDP-galactoza,
GDP-manoza, CDP-glicerol (S. Roseman si colab., 1961).

Principiul metodei de sinteza este urmatorul: reactia intre uridin 5°-fosfat,
morfolind si N,N’-diciclohexilcarbodiimidd conduce cantitativ la uridin
5’-fosfomorfolidat, compus izolat ca sare 4-morfolin N,N’-
diciclohexilcarboxamidind. Acest compus reactioneazi in piridina anhidra cu
un exces de a-glucozo-1-fosfat de trioctilamoniu dand, cu un randament de
80%, UDPG care a fost purificat prin cromatografie de schimb ionic:

UMP + a-D-Glc-1-fosfat + N,N’-diciclohexilcarbodiimida

/C H'Z_ CHy
" N\c H—CHS 0
T CH.OH |
? 0
Morfolind
— ; > 0
-Diciclohexiluree ﬂ 0
O—P—O—P—OCHoZ
} / ~
OH OH

UDP-Glucozi

Proprietati. UDP-Glucoza se obtine ca sare de litiu UDPG. Li,.6H,0.
Eliberarea glucozei din UDPG prin hidroliz3 acidi este practic complet3 in
5-10 min la 100°C in acid 0,01 N. Viteza de hidroliza este aproximativ de sase
orl mai mare decét a glucozo-1-fosfatului si de 40 de ori mai mare decdt a
fosfatului labil din UDPG (vezi mai jos).

Gruparea fosfat care face legitura Intre glucoza si UMP, in cadrul UDPG,
este acido-labil si poate fi hidrolizatd n 15 min in acid 1 N 1a 100°C. Viteza de
hidroliz3 este mai mica decAt a fosfatului labil din ATP si cam de acelasi ordin
de marime cu viteza de hidrolizi din 3’-AMP.

UDPG fsi pierde activitatea cataliticd dupi un tratament bland cu alcalii,
de ex., Incalzire timp de 2 min la 100°C la pH 8,5 sau timp de 30 min la 0°C
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daci este dizolvat in amoniac concentrat.Tratamentul alcalin al UDPG
conduce la formarea UMP si glucozo-1,2-monofosfatului (A. C. Paladini si
L. F. Leloir, 1952).

3.14. URIDIN DIFOSFO-N-ACETILGALACTOZAMIN
4-SULFAT (UDP-GalNAc-4-S)

UDP-GalNAc 4-sulfatul este un substrat al arilsulfatazei B (M. Tsuji si
colab., 1980); enzima se giseste in oviduct de giin, rinichi de iepure etc. In
oviduct de prepelitd a fost gasitd o enzimd care cliveazd UDP-GalNAc
6-sulfatul (Y. Nakanishi si colab., 1979); substratul a fost izolat din albus de ou
de prepelita.

UDP-GalNAc 4-S a fost izolat mai Intdi din oviduct de giini
(J. L. Strominger, 1955, 1962). Compusul a fost gisit, de asemenea, in albusul
de ou de gdind, provenit atat din oui fertile, cat §i nefertile (J. W. Donovan si
colab., 1967; Y. Nakanishi si colab., 1978), precum §i din albusul de ou al altor
specii de pasari. Biosinteza (*S)UDP-GalNAc-4-S a fost realizati de citre Suzuki
si Strominger (1960) utilizdnd tesutul din istm de giind si sulfat radioactiv;
metoda a fost confinmatd de citre alfi autori (A. L. Fluharty si colab., 1975;
M. Tsuji si colab., 1974).

Metoda de separare a celor doi izomeri de mai sus din albus de ou consta in
denaturarea termicd a albugului urmat de extractie cu o solutie apoasi de etanol
si cromatografie de schimb ionic.

Proprietdti. Atat UDP-GalNAc-4-S, cit si UDP-GalNAc-6-S au un spectru
UV identic cu uracilul. Determinarea acetil amino glucidelor, a fosfatului,
sulfatului, precum si spectrul UV sunt date utile pentru caracterizarea fizico-
chimica a compusilor. O metoda simpla de a distinge cei doi izomeri este oxidarea
lor cu metaperiodat: In cazul UDP-GalNAc-4-S se distruge numai riboza uridinei,
iar in cazul UDP-GalNAc-6-S se distruge atdt riboza uridinei, cat si N-acetil-
galactozamina.

Prin sulfatarea UDP-GalNAc-4-§ cu (**S)CISO,H rezulti UDP-GalNAc-
4,6-bis-sulfat; prin expunerea ultimului la sulfataza ce actioneazi in pozitia 4
rezultd UDP-GalNAc-6-(*5S)-sulfat (Fig. 3.10).

2 0
CHZOR I

1

RO 0 Hn/j
e o1
i M 0™y

0-P—0-P—0CH,
ACNH i

R!,-SO,H |UDP-GalNAc R!, H UDP-GalNAc R!, -SO,H GUI?\IIKC
R%, H -4-sulfat R?, -SOSH -6-sulfat R, -SO3H a

4,6-bis-sulfat
Fig. 3.10. Esteri sulfat ai UDP-GalNAc
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3.15. CITIDIN DIFOSFAT DIACIL GLICEROL
(CDP-DIACIL GLICEROL)

Pe cale biochimicd CDP-diacil glicerolul rezult3 prin reactia dintre acidul
fosfatidic si CTP. Practic, in cadrul moleculei de CDP-diacilglicerol fragmentul
CMP poate fi considerat ca transportor de acid fosfatidic:

CDP-diacilglicerol + serind — fosfatidil serina + CMP

CDP-diacilglicerol + inozitol — fosfatidil inozitol + CMP

CDP-Diacil glicerolul a fost preparat cu randamente scizute printr-o metoda
enzimatica: incubdnd CMP-*H cu omogenat de rinichi a fost gasit un citidin
nucleotid care la hidroliza alcalina dadea CDP-glicerol (B. W. Agranoff'si colab.,
1958). A fost deasemenea sintetizat din acid diacil glicerol fosforic si citidin
5’-monofosfat prin reactie directd in prezenta diciclohexilcarbodiimidei
(M. Paulus si E. P. Kennedy, 1960). A fost descris si un procedeu implicand
fosfomorfolidatul citidinei, In absenta piridinei, condensarea avand loc 1a 80°C
sub presiune redusa (B. W. Agranoff, 1961). Moffat si Khorana (1961) au preparat
derivatii 5’-fosfomorfolidat ai: adenozinei, uridinei, citidinei, guanozinei,
deoxicitidinet si timidinei. Roseman si colab., (1961) au valorificat aceste
rezultate sintetizand o serie de derivati nucleotidici Intre care si CDP-glicerol.

O variantd a ultimei metode constd in reactia dintre citidin
5’-monofosfomorfolidat si acidul diacil-glicerofosforic (acidul fosfatidic), la
temperatura camerei in piridind anhidra, formand CDP-diglicerid. (Citidin
5’-monofosfomorfolidatul se prepari din acidul citidin monofosforic, ca acid
liber, si morfolind in prezentd de diciclohexilcarbodiimida; se obtine citidin
monofosfomorfolidatul ca sare 4-morfolidin-N, N’-dicicloxilcarboxamidiu:

NH,
2
! |
EH?OOCR N,N’-Diciclohexil
H,0,POCH, O +N,N-Diciclo -
szo(l:“ + 73 70 carbodiimida
CH PO, +Morfolind
Acid sn-3-fosfatidic
CMP
NH,
" .
’ q
\ (IZHZOOCR 0//
reoe E " 9 I +N,N’-Diciclohexiluree
CHO— P-0—P —0CH,
2 ] |
OH OH
CDP-Diacilglicerol 259
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Proprietdfi. Puritatea se evalueazi prin cromatografie In strat subtire si
prin masurarea DO la 280 si 310 nm fatd de un standard de CMP. Gruparile
ester ale acizilor carboxilici se pot determina prin masurarea acidului hidroxamic
eliberat in urma hidroxilaminolizei (M. M. Rapport si N. Alonzo, 1955).

fn general CDP-diacil glicerolul este solubil in solventi lipidici la pH acid
si in solventi aposi la pH usor alcalin. Solubilitatea depinde insi si de natura
gruparilor acil: CDP-digliceridul obtinut din acidul fosfatidic al lecitinei din ou
este mult mai solubil In apa decat produsul similar dipalmitoil; probabil datoritd
prezentei acizilor nesaturati in primul.

3.16. (-)-CARNITINA

Carnitina formeaz3, printr-o reactie reversibild cu acizii grasi activafi, un
ester bogat In energie:
CH,(CH,),,CO ~ SCoA + HO-CHCH,COOr
l _——
CH,-N(CH,1,*
H,C(CH,),,CO ~ O-CHCH,COO
|
CH,-N(CH,),I
Acest ester, spre deosebire de compusii de tip acil-SCoA, traverseaza usor
membrana mitocondriali. In interiorul mitocondriei se formeazi din nou imediat
acil-SCoA. Prin urmare camitina este indispensabild pentru metabolismul
lipidelor si catabolismul acizilor grasi in interiorul mitocondriei.
In organismele vii (-)-camitina se formeazi printr-o important3 reactie
de hidroxilare alifatic, la care participa oxigenul, acidul ascorbic (vitamina C)

si NADPH + H*. Substratul acestei transformiri este y-butirobetaina
(G. Mohn, 1974):

CH,CH,COO O, + NADPH + H* + HO-CHCH,COO
l = |

CH,-N(CH,),T" acid ascorbic CH,-N(CH,),]

y-Butirobetaina ia nastere din acid glutamic via acid y-aminobutiric prin
metilare.

Camitina este prezenta in aproape toate organismele si tesuturile animale.
Cea mai mare concentratie se giseste Tn muschi unde constituie cam 0,1% din
materialul uscat. A fost izolatd In 1905 din extracte de camne; actiunea sa biologici
a Inceput sa se dezviluie abia in 1948 cand G. Fraenkel si colab., au descris un
factor de crestere al viermelui fainii, Tenebrio molitor. Desemnat initial ca
vitamina B, compusul activ a fost identificat in 1952 cu carnitina.
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Avind un atom de carbon asimetric carnitina este optic activa. S-a gasit ca
(-)-camitina este forma naturala biologic activa (K. Brendel si R. Bressler, 1969).
Prima sintez3 a camitinei a fost realizatd de catre Tomita (1923) din acid
(£)-3-hidroxi-4-aminobutiric:
COO~ CoOr
| |
CH, CH,
| |
CHOH + 3 Mel —> CHOH + 3HI
| |
CH, CH,
| |
NH,* N(CH,),I*

S-a reusit apoi scindarea acidului (+)-3-hidroxi-4-aminobutiric in
componentele optice active (M. Tomita si Y. Sendju, 1927). Un progres in
separarea amestecului (+)-carnitind s-a realizat pe un precursor al acesteia, clorura
(%)-carnitin nitrilului (K. Brendel si R. Bressler, 1969).

Surse naturale de carnitind I-au constituit zerul, extractul de ficat sau de
muschi bovin. Izolarea (-)-carnitinei din aceste surse presupune extractie cu
alcool, partitie Intre fenol si ap3 (camitina se distribuie in faza fenolicd) si
cromatografie de schimb ionic.

Proprietdfi. (-) -Camitin clorura este identicd cu derivatul vitaminei B., un
factor de crestere a Iui Tenebrio molitor (H. E. Carter si colab., 1952). Din
produsul pur este suficientd o cantitate de 0,37 micrograme per gram de hrana.
Camitin clorura purd se prezintd ca un solid cristalin, de culoare alba, putin
higroscopic. Se sinterizeazd la 140°C si se topeste la 142°C (E. Strack si colab.,
1936); are o rotatie specifica [oa]**, =-20,9°. Au fost preparati si al{i derivati ai
carnitinei: cloroauratul (p.t. 153-155°C), cloroplatinatul (p.t. 214-218°C),
hidroclorura esterului etilic (p.t. 146°C).

Carnitina in stare liberd este extrem de higroscopica si are p. t. 196-198°C.
Rotatia specifica este [a]?, =-23,5° (0,5% in apa).

n prepararea carnitinel din surse naturale o problema majora este separarea
de colini si betaina. Separarea de acesti compusi s-a realizat pe baza solubilitatii
diferite a reineckatilor sau prin cromatografie de schimb ionic pe Amberlite sau
pe Dowex. Puritatea se determind prin teste biologice sau cromatografic
(S. Friedman si colab., 1960).

Prin tratare cu alcalii concentrate camitina se descompune dand aproape
cantitativ trimetilamini. n prezenti de acid sulfuric concentrat carmnitina da
nastere la cronobetaina.
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Derivati. Compusi adecvati pentru prepararea acilcamitinelor sunt
percloratul si esterul benzilic. (Nu se utilizeazi clorura din cauza insolubilitatii
ei In solventii folositi ca mediu de acilare). Tn cazul acilarii esterului benzilic
restul benzil se indepirteazi in final prin hidrogenolizi. In acest fel au fost
preparate palmitoil-camitina, pornind de la camitin perclorat, si acetil-carmnitina,
pornind de la esterul benzilic.

Dozarea enzimaticd a acilcamitinelor se realizeaza in felul urmétor: dupa
hidroliza cu KOH se neutralizeaza §i se dozeazi carnitina in prezenta de acetil-
CoA si acetil-CoA: carnitin acetil-transferazd. CoA eliberati este determinata
prin reactie cu acidul 5,5’-ditio-bis-(2-nitro) benzoic urmat de miasurarea
fotometricd a culorii galbene rezultate:

CoASH  + 02N—Q—S—SQ—N02 _—
co0” coo”
. ] .
CoAS —S QN02+ H + S NG,
o0~

coo”

Produsul reactiei de mat sus, 5-tio-2-nitrobenzoatul, prezinta o absorbtie
puternicd la 412 nm.
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CAPITOLUL 4
VITAMINE LIPOSOLUBILE

fnca de la primele lucrari privitoare la vitamine s-a constatat ci acestea
sunt, conform solubilitdtii lor, de doud tipuri: acvosolubile si liposolubile.
Vitaminelor liposolubile . A, D, E, K, F - nuli se pot atribui roluri de constituenti
ai unor coenzime si nici de a media ele Insele reactii biochimice. Rolul lor
predominant, in fiecare caz in parte, se poate totusi corela cu o functie biochimica.
Aceste functii biochimice sunt insa de o diversitate extrem de pronuntati ceea
ce va atrage dupi sine probabil o noud clasificare a vitaminelor corespunzitoare.
Un exemplu in acest sens il constituie rolul de hormon (moleculd-semnal) a
vitaminelor D si a unor derivati hidroxilati ai acestora.

4.1. VITAMINA A
(retinol, axeroftol)

Cu mult timp Inainte de a se sti ce sunt vitaminele s-au semnalat numeroase
boli care erau unmarea aproviziondrii insuficiente cu vitamine. Aceste deficiente,
numite §i avitaminoze, au fost descrise inci din antichitate. Unul dintre
simptomele cele mai cunoscute, datorat deficientei in vitamina A este nictalopia
(,,orbirea de noapte"). Vechii egipteni foloseau ca mijloc de vindecare al acestei
boli ficat crud de bou sau de giina.

PP LI

Vitamina Al (Retinol) (C,,H,,O0)

O formd mai accentuatd a bolii datorate deficienfei in vitamina A este
xeroftalmia, cunoscuti deasemenea ca boald de ochi. Xeroftalmia se
caracterizeazi in esen{d prin aparitia de tulburidri de vedere si uscarea comnelii.
S-a exprimat presupunerea - dovediti corecti - c nictalopia si xeroftalmia pot
fi considerate ca simptome diferite ale aceleiasi boli. Ambele forme se intilnesc
In cazul hranei incomplete si pot fi vindecate prin aceeasi terapie si anume prin
administrare de ficat de batog.
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Lipsa de vitamin A poate conduce la o forma mai avansati de avitaminoz;
In aceste cazuri are loc oprirea cresterii si dezvoltdrii. Aceste tulburdri, ca de
altfel si xeroftalmia, au fost reproduse experimental. Dacd se hrinesc animale
tinere (de ex. sobolani) cu o hrand bogati, dar care inainte de administrare a fost
supusa extractiei cu alcool si eter, se observa in scurtd vreme oprirea cresterii.
Hrana, avand initial valoare nutritiva completa, a fost deposedata prin extractie
de cel putin un factor indispensabil pentru dezvoltarea normald a animalelor.
C3 aceasta componenta a hranei este confinutd in extract neschimbata se poate
dovedi usor: adaugand din nou hranei, devenitd incompletd, extractul respectiv
se ajunge la o dezvoltare normali a animalelor. S-au tras in aceasta etapa doud
concluzii: 1. C3 factorul activ apartine, pe baza solubilitatii sale in alcool si
eter, lipidelor. 2. Factorul activ nu poate fi preparat de catre organismul respectiv
si deci trebuie procurat dinafata.

Lucrérile experimentale ale altor cercetitori au dovedit apoi ca lipsa de
vitamind A duce la o decolorare a purpurei vizuale a retinei; prin aport de vitamina
A purpura vizuali reapare.

S-a gdsit apoi cd sobolanii au nevoie pentru dezvoltarea lor de doi factori
accesorii diferiti. Unul dintre ei este liposolubil si a fost numit ,,factorul
liposolubil A". Celalalt factor este continut In partea acvosolubili a hranei, fiind
numit ,,factorul acvosolubil B". Ambii acesti factori esentiali, numiti de catre
C. Funk vitamine, actioneaza in concentrafii neobisnuit de mici, de aceea ei nu
sunt importanti pentru aprovizionarea cu energie a organismului.

Asa-zisul factor liposolubil A s-a dovedit a fi alcituit, dupd cum s-a aritat
mai sus, dintr-o categorie de compusi relativ eterogeni din punct de vedere
structural: vitaminele A, D, E, K, F.

Chimia vitaminei A este strins legatd de cea a licopinei si carotenilor si
dealtfel elucidarea structurii vitaminei A a fost precedatd scurtd vreme de
elucidarea structurii carotenilor. De fapt structura celor trei tipuri de compusi
este strins legatd de studiile asupra difenilpolienelor (vezi acolo).

Carotenii - precursori ai vitaminei A. In organismele vii [3-carotenul se
scindeazi enzimatic In doud molecule de vitamina A:

Retinol (Vitamina A))
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Si alti caroteni care contin in molecula lor ciclul B-iononic neoxigenat
constituie, Intr-o maniera similard, surse de vitamina A:

oc-caroten
Proprietdyi. Din sirul compusilor cu activitate de vitamina A mai importanti
sunt vitamina A, si vitamina A,.
Vitamina A (retinol) are formula C, H, O si se numeste, conform
nomenclaturii internationale, 9,13-dimetil-7-(1,1,5-trimetil-5-ciclohexen-6-il)-
7,9,11,13-nonatetraen-15-o01. Retinolul posedi urmiatoarea formula structurali:

H
C H?O

Vitamina Al (Retinol)

Vitamina A, este numita 3-dehidroretinol sau pe scurt dehidroretinol, se
deosebeste de retinol printr-o legaturd dubla suplimentara:

A - CHOH

Vitamina A2 (3-Dehidroretinol)

Din retinol deriva aldehida corespunzitoare, retinal, care anterior a fost
numitd aldehida vitaminei A sau retinind. Retinalul este un izomer al
dehidroretinolului.

3-Dehidroretinalul sau dehidroretinalul ia nastere prin dehidrogenarea
dehidroretinolului.

Activitate biologici, dar de un spectru mai ingust, prezint3 si acizii retinoici
corespunzatori. Citeva proprietati ale celor trei tipuri de compusi sunt prezentate
in tabelul 4.1.

Tabelul 4.1.
Unele proprietiti fizice ale vitaminei A
P.t. Absorbtia In UV, in etanol
Compusul max(nm) E™
Vitamina A, (Retinol) 62-64

Aldehida vitaminei A, (Retinal) o1 i o
Acidul vitaminei A, (Acid retinoic) 179-180 350 1510
Vitamina A,, (3-Dehidroretinol) 63-65 350 1455
Aldehida vitaminei A,, (3-Dehidroretinal) 78-79 401 1470
Acidul vitaminei A, (Acid 3-dehidroretinoic) 183-184 370 1395

265

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Vitamina A, este foarte sensibila la oxigen. In absenta antioxidantilor ca
este instabild. Legatura dubld suplimentara fn vitamina A, fi mareste sensibilitatea
la oxigen. Un preparat cristalizat de vitamina A, expus timp de o ord la oxigenul
din aer si la O°C, este distrus complet.

Vitaminele A, si A, sunt foarte sensibile fafa de acizi. Din retinol ia nastere
prin tratare cu acid clorhidric etanolic anhidrovitamina A:

[24¢
Anhidrovitamina Al Anhidrovitamina A2

Izometria cis-trans, dupa cum este cunoscutd la compusii etilenici, va fi
deasemenea ntalnita la carotenoizi si vitamina A. Stabilitate maxima are forma
total-trans. In vitamina A cele 4 legituri duble conjugate din catena ‘laterald
determind izometria cis-trans, fiind posibile teoretic 16 forme izomere diferite.

4.2. VITAMINA D (Calciferoli)

Lipsa vitaminei D din hrana organismelor tinere produce o boald, rahitismul,
caracterizatd printr-o calcifiere insuficienta a oaselor si ca urmare acestea sunt
moi si deformate. S-a observat cé prevenirea sau chiar vindecarea rahitismului
este eficace prin completarea hranei cu ulei din ficat de peste (ulei din ficat
de cod etc.).

Rahitismul a fost asociat deasemenea cu lipsa de expunere a bolnavilor la
lumina solard; vindecarea prin iradierea bolnavilor cu lumini solard sau cu
radiatii UV a fost urmati in scurtd vreme de constatarea ¢ iradierea hranei
modificd valoarea nutritivd a acesteia in sensul prevenirii sau vindecirii
rahitismului. Pornind de la aceasta au fost supuse iradierii, separat, diferite
componente ale hranei, urmati de testarea biologic3 a acestora. S-au gasit astfel
precursorii, 7-dehidrocolesterolul si ergosterolul, precum si componentele
active, vitamina D, (colecalciferol) si vitamina D, (ergocalciferol). De fapt
vitamina D, este un izomer al 7-dehidrocolesterolului iar vitamina D, un izomer
al ergosterolului:

HO
Vitamina D, (Colecalciferol) Vitamina D, (Ergocalciferol)
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Windaus si colab., au izolat pentru prima dati vitamina D, in stare cristalizata
si i-au precizat structura. Numirul de legaturi duble s-a determinat prin
hidrogenare cataliticd cantitativi. Pozitia legaturilor duble s-a stabilit prin
degradarea oxidativa urmati de identificarea fragmentelor rezultate in fiecare
caz In parte:

03

CoHy e

g H 00H

H CoHy CoHqg §
Cr0ysau N @i’
. CHO+

—

Mn Oy — ?

HO K nOh qh T ,
Vitamina D, /CH 0
CH=0

Prin deschiderea ciclului B, urmati implicit de formarea unei legaturi duble
suplimentare, maximul de absorbtie se deplaseaza de la 282 nm la 265 nm.

Diferite vitamine D iau nastere prin fotoizomerizarea cauzati de iradierea
UV a provitaminelor existente in plante sau animale sau a provitaminelor
sintetice. Ca produs de iradiere primar se formeaza, dupd Velluz si colab.,
precalciferol §i nu, dupd cum s-a presupus multd vreme, lumisterol. Totodata
tahisterolul nu este, dup cum s-a presupus anterior, o etapa intermediara pentru
formarea vitaminei D; acesta se formeaza de asemenea abia din precalciferol.
Lumisterolul si tahisterolul nu sunt prin urmare produsi intermediari ci produsi
secundari pe calea spre vitamina D. Raportul cantitativ in care se gasesc cei
patru izomeri este dependent de distribufia spectralad a luminii UV aplicate.
Transformarea precalciferolului in vitamina se realizeazd nu pe cale fotochimica
ci prin transformare termica. Schema de iradiere a lui Velluz ilustreaza relatiile
s1 prezintd clar ansamblul de reactii care sunt reversibile pana la vitamina D
(Fig. 4.1.).

Deosebit de aceasta se acceptd o stare de excitafie colectiva in care
precalciferolul, lumisterolul, tahisterolul si provitamina D pot trece una
intr-alta reversibil; formarea vitaminei D are loc deasemenea Intr-o reactie de
echilibru termic din precalciferol.

Precalciferolul in solutie la 60°C este covertit in cdteva ore in proportie
de aproximativ 85% in vitamina D. Restul riméane precalciferol.
Dimpotriva vitamina D in aceleasi conditii se transforma 15% in precalciferol,
restul rdmane vitamind D. La temperatura camerei acest echilibru se
instaleazi Tn citeva zile.
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Tahisterina 3

Fig. 4.1. Schema de izomerizare a vitaminei si provitaminei D.

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



In functie de durata iradierii iau nastere din vitamin in proportii crescitoare
suprasteroli antirahitici dar si unii biologic inactivi. Pe langa suprasteroli au
. putut fi izolati toxisteroli toxici (toxisterolii A si B) si lumicalciferol, care, la
fel cu suprasterolii prezintd o activitate biologicd neinsemnata.

Continutul in vitamina a unei soluii de provitamina sau dintr-un material
biologic, de ex. piele, atinge rapid un maximum prin radiere UV. Apoi scade
incet cu formarea concomitentd a suprasterolului - proces ireversibil. Maximul
atins de vitamind D din provitamine se situeazi la 30-40%. Din amestecul de
izomeri ergosterolul poate fi precipitat ca digitonida iar tahisterolul poate fi
separat sub forma de compus de aditie cu anhidrida acidului citraconic. Vitamina
D a fost cristalizata ca ester al acidului 3,5-dinitrobenzoic si obfinuta in forma
purd dupd saponificare.

Randamente maxime in vitamina D se obtin prin iradiere cu lungimi de
undi n domeniul de maxim3a absorbtie al ambelor provitamine - ergosterolul si
7-dehidrocolesterolul, adici la 282 nm; lungimi de unda inferioare, cum ar fi
265 nm dau randamente mai mici, deoarece aici prezintd absorbtie maxima
vitamina D si devine posibila izomerizarea in continuare.

Provitaminele au fost obtinute fie din produse naturale, In cazul
ergosterolului din drojdii, sau prin sinteza, cum este cazul 7-dehidrocolesterolului
sau altor provitamine.

In comparatie cu obtinerea vitaminei D prin activarea provitaminei, izolarea
ei din surse naturale nu joacd nici un rol. La nevoie s-a obtinut, din ficat de
peste, un concentrat de vitamina D, care continea §i un procent ridicat de
vitamina A.

Structura chimicd si activitatea biologicd. Toate vitaminele D sunt
constituite dintr-un sistem trans-hidrindan metilat, la care gruparea metil de la
C,, std deasupra planului, cu o catend laterald alifaticd. Acest sistem este legat
de ciclul A, care poseda si o grupare hidroxil in pozitia 3, printr-un sistem de
legaturi duble conjugate cu gruparea metilen. Catena laterald este importanta
pentru intensitatea activitatii biologice; de exemplu A*’-androstadien-3-ol si
A*7-androstadien-3,17-diol dau produsi de iradiere inactivi. Hidrogenarea
legatunilor duble din catena laterald a vitaminei D,, o altd configuratie sterica
(vitaminele D, si D.) sau infroducerea unei grupér etil (ca in vitaminele D; si
D,) scade activitatea biologica.

Decisiva pentru activitatea biologicd este pozitia sistemului celor doud
legaturi duble conjugate cu gruparea metilen, care se realizeaz3 prin deschiderea
ciclului B. Dac acestea sunt deplasate spre Inainte in precalciferol, astfel Incét
in loc de gruparea metilen s rezulte o grupare metil actiunea antirahitici este
nula. Daca sistemul de legituri duble este modificat steric, precum in tahisterol,
activitatea antirahitic scade putemic. In loc de aceasta se intalneste actiunea
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factorului de calcinozi care prin hidrogenare la dihidrotahisterol (disparitia unei
legaturi duble) accentueaza actiunea antirahitici. Importantd este de asemenea
pozitia gruparii OH la C-3; produsul de iradiere a epi-7-dehidrocolesterolului
este de 10 ori mai putin activ decat vitamina D,.

in organismele vii gruparea hidroxil este esterificatd cu acizi grasi, acid
sulfuric si, probabil, fosforic; toti acesti compusi sunt biologic activi.

Introducerea gruparii hidroxil la C-25 si/sau C-1 mdreste activitatea
biologica. Astfel 25-hidroxivitamina D, este de 1,4 ori mai activd decét
vitamina D, nsasi iar 1,25-dihidroxivitamina D, este de 4-13 ori mai activa
decit vitamina D,

Proprietdti. Vitamina D, se prezinta sub forma de ace sau prisme incolore
cup. t. 121°C, [o]*°, 61 +62° (CHCL), E'™ _ =490 la A =265 nm; in prezenta
ergosterolului nu este precipitabila cu digitonind. Vitamina D, este sensibila la
oxigen si la acizi dar este relativ stabil3 la alcalii. In vid inalt la 125°C sublima.
Este usor solubila in eter, benzen, cloroform, solubila in etanol (95%), acetond
si uleiuri grase, dar insolubila Tn apa.

Vitamina D, cristalizeaza sub forma de ace incolore, p. t. 84-85°C (o], ;=
= +51,9° (CHCL,); in privinta altor proprietdti vitamina D, se aseamind cu
vitamina D,.

4.3. VITAMINA E (TOCOFEROL)

S-a constatat ci In hrand existd un factor a cirui lipsd provoaca perturbari
ale reproducerii la animalele de laborator. Administrarea de frunze verzi sau
germeni de grau corecta deficienta respectiva. Anterior se relatase ci sobolanii
hraniti cu lapte cresc Incet si devin sterili; prin hranire ulterioard cu germeni de
grau sobolanii se vindecau complet. Aceiasi autori au gasit ca principiul activ
putea fi extras din germenii de grau cu eter; existenta acestui principiu activ a
mai fost dovedita in lucem3, laptuci, ovaz, carne proaspita, unt etc. Noul compus
liposolubil a fost numit vitamina E si recunoscut ca distinct de ceilalti doi
cunoscuti anterior - vitaminele A si D. S-a stabilit apoi cd mai multi compusi
hidroxilati poseda activitate de vitamina E si au fost numiti in consecinti
tocoferoli (gr. tokos = nastere, pherein = a purta).

Germenii de grau constituie o sursd extrem de bogata pentru vitamina E si
de aici s-a obtinut primul preparat cu activitate biologica extrem de ridicata.
Pentru aceasta germenii de grau au fost supusi extractiei cu eter sau cu alt sol-
vent organic. Uleiul respectiv a fost saponificat in atmosferd inertd cu KOH-
metanolic; cam 10% din ulei riméne nesaponificat. Partea nesaponificati a fost
extrasd cu eter deperoxidat iar sterolii din acest extract au fost precipitati cu
pentan. Restul de steroli au fost indepartati ca digitonida. Distilarea in vid inalt,
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cromatografia de adsorbtic etc., au dus la obtinerea de compusi cristalizabili ca
esterl i indeosebi ca esteri ai acidului alofanic, H,N-CO-NH-COOH. (Astfel
" de esten fuseserd recomandati ca usor cristalizabili de citre Windaus pentru
steroli). Doi astfel de alofanati, caracterizati prin aspect si p. t., au dat dupa
hidroliza doi compusi uleiosi denumiti o- si respectiv B-tocoferol. La testarea
pe sobolani o-tocoferolul prezenta o activitate mai ridicata decat B-tocoferolul.
Ulterior a fost izolat y-tocoferolul din ulei de seminte de bumbac si 6-tocoferolul
din ulei de soia.
Structura tocoferolului a rezultat din urmatoarea schema degradativa:

RP 3
! ! /\/l\/\/\
He 0
C(Hy o-Tocoferol
/ \1 CH,-CO-CH,
\ 9
CH,COCOCH
s o ‘I o At Di-acetil
_ . ' 0 —C—(Hy; H,C-C-COOH
g OH ng” Y oM éHagsaa :
CHy CHy H,C-C-COOH
Duro-hidrochinoni Jzo-pseudocumenol C21-Lactoni Acid dimetil-maleic

Structura de mai sus a fost confirmat3 prin sinteza:

CHy BrCH
HO ~EH
+ i .
C v .
| Za Cly,
iyt H oH CHs ~HA»
2 C 3 S Bromuri de fitil
Trimetilhidrochinond
CH3
HO
HC
L N ° " a-Tocoferol

Nomenclatura tocoferolilor se face pe baza structurii numite tocol:

HO S l»a
6

7
801

Tocol

271

https://biblioteca-digitala.ro / https://unibuc.ro



Au fost izolati urmatorii tocoferoli:
o - Tocoferol: 5, 7, 8-Trimetiltocol
B - Tocoferol: 5,8-Dimetiltocol
y - Tocoferol: 7,8-Dimetiltocol
& - Tocoferol: 8-Metiltocol
Toti patru tocoferolii naturali, precum si unii care nu existd in naturd, au
fost sintetizati.
Din diferite surse vegetale au mai fost izolati urmatorii tocoferoli, a caror
nomenclaturi se bazeazi pe tocotrienol:

Tocotrienol
o - Tocotrieno! sau 5,7,8-Trimetiltocotrienol, denumit anterior £1- §i £2-tocoferol
B - Tocotrienol sau 5,8-Dimetiltocotrienol, denumit anterior € -Tocoferol
7 - Tocotrienol sau 7,8-Dimetiltocotrienol, denumit anterior i - Tocoferol
3 - Tocotrienol sau 8-Metiltocotrienol

Tocoferolii cu catena laterala saturati poseda trei atomi de carbon asimetrici,
prin urmare pot exista opt enantiomeri. a-Tocoferolul natural este slab dextrogir
si este de fapt D-a-tocoferol; [o]**) = +0,75° (in etanol). Prin utilizarea
nomenclaturii Cahn-Ingold-Prelog o-tocoferolul natural a fost desemnat ca
(2R, 4’R, 8’R)-o-tocoferol.

Din fitolul natural (sau din halogenura de fitil) se obtine, nu D, L-o-tocoferol
(adica nu un recemat) ci un amestec de epimeri:(2RS, 4’R, 8’R)-o-tocoferol,
[0, = +0,38".

Proprietdfi. La temperatura camerei tocoferolii se gasesc sub forma de
uleiuri incolore sau de culoare galben pal, care la presiune foarte scazuta distila
fara descompunere. Sunt insolubili in ap# dar se dizolva bine in eter de petrol,
cloroform, eter, benzen si grisimi. Fatd de acizi la cald tocoferolii sunt stabili
dar prin incélzire cu alcalii se descompun repede.

4, 4. Vitamina K
(Filochinone si Menachinone)

S-a izolat din fan de alfalfa, respectiv, lucend, un concentrat cu activitate
inaltd a vitaminei K liposolubile. Dar, In privinta proprietatilor chimice si
constitutiei vitaminei s-a putut constata numai c3 activitatea este distrusa de
catre agentii de saponificare, de citre brom si de citre lumina solar. Ulterior
s-a obtinut si un preparat chimic pur de vitamina K. Vitamina a fost obtinut3
dintr-un extract eteric (eter de petrol) de alfalfa si separata, sub protectie de
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lumina, de clorofila, steroli si lipide prin fractionare pe coloane de carbonat de
zinc si carbonat de magneziu si apoi prin distilare moleculara. Se prezint ca un
ulei viscos de culoare galben- _deschis n®) =1,5263; [0, =- 0,71, care prezintd
un spectru de absorbtie caracteristic. in schimb, s-a reusit, prin cromatograﬁe
de adsorbtie si prin cromatografie de schimb ionic si se obtind un preparat de
vitamina K cristalizabil la -70°C. In procesul de purificare s-a utilizat, pe langa
activitatea biologica, o reactie de culoare, precum si coeficientii de extinctie din
spectrul de absorbtie. Spectrul de absorbtie caracteristic are maxime la 243,
248, 161, 170 si 328 nm, asemandtor cu ftiocolul ce fusese extras din bacilul
tuberculozei umane si care este 2-hidroxi 3-metil 1,4-naftochinona si care arata
o slaba actiune de vitamina K. Principiul activ din alfalfa a fost numit vitamina
K, sau filochinond. Drept criteriu de omogenitate chimici a vitaminei K, a
servit acetilarea reductiva intr-un dihidrodiacetat incolor (p. t. 59°C). Structura
chinoidicd a vitaminei, care de altfel este sensibild la lumina si alcalii, a fost
recunoscuti prin reducere cu zinc si acid acetic la hidrochinona incolord, bio-
logic activa. Prin expunere la aer se reobtine chinona.

Dovada cd noul compus este de tip 1,4-naftochinonic a apédrut odatd cu
clarificarea constitutiei filochinonei. Prin degradarea oxidativd a vitaminei
K, cu acid cromic rezultd acid ftalic (I) si acid 2-metil 1,4-naftochinon

3-acetic (II):
CHy
<e ST
i \ cromic
0

Vitamina K ,(Filochinon)
: COOH Chy
COOH ‘ ‘: CH, — COOH
ACId,-ftahc 0 Acid 2-metil 1,4-naftochinon \3—acetic(j.7}

Prin ozonizarea diacetatului dihidrovitaminei K| rezultd, pe 1anga compusul
ciclic III, C-18 cetona (2,6,10-trimetil-pentadecanond)(IV), ce rezulta, de
asemenea, la degradarea oxidativi a fitolului:

oCOCH 0C0CH3
CHy
—a X,
CH.Z-CH =0
occ)tH3 0COCH,
Diacetatul d1h1drov1tam1ne1K, 44-Diacetaful 2-metil naf-

+ 0,,1\,\)\/\/1\/\)\ talin 3-acetaldehidi
C-18 cetond

(2,6,10-Trimetil- pentadecanona)
Prin urmare, vitamina K este 2-metil 3-fitil 1,4-naftochinonai.
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Exista mai multe metode de sintez a vitaminei K . Una dintre ele (Fieser)
se bazeazi pe condensarea 2-metil 1,4-naftochinonei (menadiol) cu fitolul in
dioxan 1n prezenta acidului oxalic anhidru. 2-Metil 3-fitil 1,4-naftohidrochinona
rezultatd se separi datoritd insolubilitatii sale in solutie alcalind si eter si este
oxidata cu oxid de argint la chinona.

Sinteza lui Fieser a fost imbunitititd: menadiol 1-monoacetatul (sau -
benzoatul) se condenseazi cu un derivat fitil, prin intrebuintarea trifluorurii de
bor eterate drept catalizator, la dihidro-monoesterul vitaminei K1 care este
hidrolizat pentru indepartarea gruparii ester.

OH
CH i
3 Dioxan
HOCH >
+ \sz/\/l\/\/[\/\/k (COOH)2 7
OH Fitol oH
2-Metil 1,4-nafto- CRy
chinoni OO
(Menadiol) N
OH

2-Metil 3-fitil 1,4-naftohidrochinona
O caracteristicd a vitaminei K, este sensibilitatea la lumina. Prin iradierea
cu lumina UV a unei solutii alcoolice de vitamina K, s-au identificat apoi prin
cromatografie in strat subtire o serie de produsi de fotoliza.

4.4.1. Vitamina K2 (Menachinone)

Vitamina K, sau menachinonele au fost denumite 2-metil 3-multiprenil
1,4-naftochinond sau prescurtat MK , unde n este numarul unitatilor prenil. Se
numeste prenil compusul 3-metil 2-en 1-il:

0 0
H3 i]
! ' /CH\ /CH O‘ 3 H
) ¢ il n
0 | 0

CH,
Vitamina K, a fost obtinuti din fiind de peste, sub formi de cristale de
culoare galben deschis cu p. t. 54°C. Izolarea a constat In extractie cu eter de
petrol, cromatografie pe Decalso si Permutit si cristalizare la -50°C. Substantaa
fost denumit vitamina K2. Clarificarea structurii s-a realizat in acelasi mod ca
la vitamina K1. Ozonizarea hidrochinon diacetatului vitaminei K2 di cinci moli
de aldehida levulinici (II) pentru fiecare mol de 1,4-diacetoxi 2-metil naftalin
3-acetaldehida (I) si acetond (IIT); s-a dovedit astfel ci vitamina K2 are o catend
laterald nesaturata constand din sase resturi prenil cu 30 atomi de carbon, deci
este 2-metil 3-difarnesil 1,4-naftochinona.
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0COCHy on
CHy  +5 0=(—CHCHyCH=0 + 0=C{""3

Oe CHy -~ CHy
CH~CH=0

V]
I ococky -
1} CH
3
SO PP
; JoH

2-Metil 3-difarnesil 1,4-naftochinoni . -

Vitamina K2 de mai sus se numeste 2-metil 3-farnesilfarnesil
1,4-naftochinond (Vitamina K2(30)) sau dupa o nomenclaturd mai noud 2-metil
3-hexaprenil 1,4-naftochinon3 sau pe scurt MK6.

Deoarece MK6 contine sistemul ciclic tip naftochinond, acest compus
prezintd in spectrul UV aceleasi maxime si minime ca vitamina K1, dar extinctia
este mai mare datoritd masei moleculare mai mari.

S-a izolat tot din faina de peste un compus cu p. t. 50°C care are In pozitia
3 o catend laterald nesaturatd cu sapte resturi prenil (35 atomi de carbon) care
are deci structura 2-metil 3-famesil-digeranil 1,4-naftochinoni sau 2-metil
3-heptaprenil 1,4-naftochinond (MK?7):

0
N _CHy
SO P
N
bl I

2-Metil 3-heptaprenil 1,4-nafto chinond

Vitaminele K2, MK6 si MK7 se deosebesc foarte putin in spectrul IR, dar
se deosebesc mult in diagrama Roentgen pe pulbere.

Prin sinteza compusilor din farnesil-nerolidol (alcool nesaturat C30, I)
respectiv, din farnesil-geranil-linalool (alcool nesaturat C35, IT) si menadiol, cu
oxidare ulterioara, structura lor ca MK6 si MK7 a fost stabilit3 firi echivoc.

W
£ . OH P X M\/JQW
' % o
S-au descoperit si MK9 (noui resturi prenil cu 45 atomi de carbon) in
catena laterald si MK8 (cu 40 atomi de carbon 1n catena laterali).
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CAPITOLUL 5
UNITATI METABOLICE

Unititile metabolice, sau unititile enzimatice (A. Lehninger, 1975), implica
transformari bine directionate ale compusilor chimici in celulele organismelor
vii. Dupd cum este de asteptat, natura chimic3 a compusilor ce parcurg o unitate
metabolic3, variazd enorm.

fn cele ce urmeazi, exemplificim compusii participanti la trei unititi
metabolice: glicoliza, ciclul acizilor tricarboxilici (sau ciclul Krebs) si
metabolismul aminoacizilor.

5.1. ESTERI FOSFAT AI GLUCIDELOR
SIMETABOLITILOR LOR
(Intermediari ai glicolizei)

O bunai parte dintre intermediarii glicolizei sunt esteri fosfat ai glucidelor
sau ai unor metaboliti ai acestora.

5.1.1. o-D-Glucozo-1-fosfatul

Prin metode enzimatice o-D-glucozo-1-fosfatul a fost obtinut prin actiunea
fosforilazei din muschi de iepure asupra glicogenului (C. F. Cori si colab., 1937)
sau amidonului (B. Fantl si M. N. Rome, 1942), precum si prin actiunea
fosforilazei din cartofi asupra amidonului (P. Bemfeld si colab., 1944; R. M.
McCready si W. Z. Hassid, 1944; R. M. McCready, 1955):

CHoOH CH,0H CHOH
H,PO, (ca amestec de 0 0 0 oK
K HPO, si KH,PO,) + ,
' 0 0
n
CHOH CHyOH - CHOH CHOH
0 0 0 0
_Fosforilazi ) + / \ H,OH
' 0
OPOSHL 0 n-1

a-D-Glucozo-1-
276 fosfat Amidon
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La sinteza o-D-glucozo-1-fosfatului s-au utilizat rezultatele anterioare
privind prepararea [3-pentaacetilglucozei, prin reactia glucozei cu un amestec de
anhidrida aceticd si acetat de sodiu, §i a o-1-bromo-tetraacetilglucozei, prin
reactia dintre -pentaacetilglucozi si acid bromhidric in mediu de acid acetic
(E. Fischer, 1916); secventa de reactii este urmatoarea (C. F. Cori si colab.,
1937; M. E. Krahl si M. E. Cori, 1949):

CH.0AC C HZOAC

?
0_ DAc 0
D-Glucozi ——> 0AC _— 0Ac
ACO AcO r
: DAC Oac
p—~Glucozo-penta- o-1-Bromo-tetra-
365 acetat acetil glucozi
CH? OAc CH.OH
?
0 0
0,. H Cl
A_gf__,'__. OAc —_
0 P=0 AcOH
AQ 0P03H2,
0AC
3 0—D-Glucozo-1-fosfat
Tri-(tetraacetilglucozo- '

B1)-fosfat

o-D-Glucozo-1-fosfatul se purificd sub forma de sare de bariu, dupa care
se reconverteste la sare de potasiu.

Prin metode similare au fost preparate maltozo-1-fosfatul si xilozo-1-fosfatul
(W. R. Meagher si W. Z. Hassid, 1946), precum si f-glucozo-1-fosfatul
(M. L. Wolfrom si colab., 1942).

Proprietdfi. Analiza elementard indicd formula CH, O,POK, « 2H,0.
Esterul este complet hidrolizat la D-glucoza si ortofosfat prin incilzire la 100°C
timp de 10 min cu acid sulfuric 1 N. Produsul de hidroliza da o osazona care se
dovedeste a fi glucosazona; glucoza poate fi identificatd, de asemenea,
cromatografic. Continutul de fosfor al o-D-glucozo-1-fosfatului se acorda cu
valoarea teoretic3, 8,33%.

fn prezenta fosforilazei din cartofi produsul formeazi un polizaharid de tip
amidon care se coloreaza In albastru cu iodul.

Rotatia specificd a sdrii dipotasice dihidratate a o-D-glucozo-1-fosfatului
este [0’ = +78" (solutie 4% 1n apd). Acidul liber are [o]*° = +120° (solutie
1% 1n apa). o-D-Glucozo-1-fosfatul este labil in mediu acid.

5.1.2. a-D- Galactozo-1-fosfatul

o-D-Galactozo-1-fosfatul a fost izolat initial din ficatul animalelor hranite
cu galactoza (H. W. Kosterlitz, 1943). Etape esentiale In prepararea
o-D-galactozo-1-fosfatului prin sinteza chimica constituie obtinerea derivatului
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pentaacetilat al galactozei (E. Erwig si W. Koenigs, 1889), precum si a
o-1-bromo-tetraacetilgalactozei (H. Ohle si colab., 1929). a-D-Galactozo-1-
fosfatul a fost sintetizat prin utilizarea, ca agent de fosforilare, a fosfatului triplu
de argint (S. P. Colowick, 1938; H. W. Kosterlitz, 1939). Ulterior o-D-galactozo-
1-fosfatul a fost sintetizat utiliz4nd ca agent de fosforilare difenil-fosfat de argint
(T. Posternak, 1950).

B-D-Galactozo-1-fosfatul a fost preparat din oi-bromo-derivatul
corespunzitor, printr-o inversic Walden, prin fosforilare cu dibenzil-fosfat de
argint sau fosfat de argint (mono) (F. J. Reithel, 1945).

Sinteza o-D-galactozo-1-fosfatului decurge in urmitoarele etape
(R. G. Hansen si colab., 1955):

D-Galactoza Ac,0, AcON B-D-Pentaacetilgalactoza

0
CH2 OAc T ‘
AcO 0 AgO— P—{0Bn )1..'
_HBF—_> Y 0Ac ' . -
Ac OH Dibenzil fosfat
8r de argint
AcO

o.-1-Bremo-D-
galactozi-tetracetat

C H.ZOAC Hif CH?OH

1. Hifrogenare 0
AcO 0 2. Hidrolizd

0Ac 0 T AChy
y’ 6'5-"3
0—p~ — Ac—0H OPOSH,
AcO ~NoBn), 0.-D-Galactozo-
o-1-Dibenzilfosfo- 1-fosfat

galactozi-tetracetat

Proprietdfi. Purificarea o-D-galactozo-1-fosfatului obtinut prin sinteza se
realizeaza prin intermediul sirii de brucind, obtindndu-se in final ca sare
dipotasica cristalizata. Esterul este nereducitor cu reactivul Somogy si este usor
hidrolizat de cétre acidul clorhidric 1 N. Cresterea puterii reducatoare, precum
si fosfatul anorganic au fost utilizate in determinarea purititii. Preparate
enzimatice de drojdie (R. E. Trucco si colab., 1948; R. Caputto si colab., 1949)
sau bacteriene (W. J. Rutter si R. G. Hansen, 1953) transforma o-D-galactozo-
1-fosfatul In glucozo-6-fosfat via o-glucozo-1-fosfat. Primul echilibru este 70%
in favoarea glucozo-1-fosfatului, iar al doilea 94% in favoarea glucozo-6-
fosfatului. Aceste echilibre favorizeaza conversia aproape completi a galactozo-
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1-fosfatului la derivati ai glucozei cand sunt prezente enzimele respective. Existi,
astfel, posibilitatea determindrii puritatii galactozo-1-fosfatului. Rotatia optica
a sarii de bariu este [ot]” ) =+96° (solutie 0,5% 1n apd), calculatd pe baza fosfatului
labil. Pentru sarea de potasiu a a-D-galactozo-1-fosfatului s-a gasit o rotatie
opticd [a]’2) = +100° (c = 1,57 in apd).

Rotatia opticd a 3-D-galactozo-1-fosfatului (sare de bariu) are valoarea
[o], = +34°.

5.1.3. D-FRUCTOZO-1-FOSFATUL

Fosfataza din maduvi osoasd hidrolizeazi fructozo-1,6-difosfatul la
fructozo-1-fosfat (B. Tanko si R. Robison, 1935). Pe de alta parte, s-a dovedit
cd o fractie proteica din ficat fosforileaza fructoza, in prezenta ATP si Mg®, la
fructozo-1-fosfat (F. Leuthardt si E. Testa, 1951).

Prin metode chimice fructozo-1-fosfatul a fost preparat prin fosforilarea
2,3-4,5-diizopropiliden-D-fructopiranozei cu oxiclorurd de fosfor (A. L.
Raymond si P. A. Levene, 1929) sau prin hidrogenarea cataliticd a derivatului
difenil fosforil al 2,3-4,5-diizopropiliden-D-fructopiranozei (F. Leuthardt si
E. Testa, 1951; W. Byme si H. A. Lardy, 1957):

(I:H.ZOH H C|H20H
HOC—— 20:( 3 Hyls  A0C -
HOCH CHy  HC” SOCH H3PO, « P,0g
HCOH 0 RS0, ' HCO. _CHy 0 ——————=
H|C0_HJ “2H)0 HCO~ \CH3
- |
B-D-Frﬁcto. 2,3-4,5-Diizopropiliden-
piranozi p-D-fructopiranozi
ClHZOPOBH? EE%OPOBH'Z

H4C 0c |
I~ c~
HyC - \OEIH Hidrolizd HO.CH

—_— HCOH
HCIO\ _-CHy 0 menajatd [ ou
ok, Héc OH
H
H2é 2
2,3-4,5-Diizopropiliden-B-D-fructopironozil 1-fosfat D-Fructozo-1-fosfat
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fn ambele cazuri derivatul diizopropiliden al fructozei a fost preparat
prin reactia dintre fructozi si acetond in prezentd de acid sulfuric (E. Pacsu si
colab., 1939).

Proprietdti. Sarea de bariu corespunde, la analiza elementard, formulei
C,H,,0,PBa. Rotatia optica specifica este [a],* = -30,4" (c =4,3%). Hidroliza
in acid clorhidric N la 99°C urmeazi o cineticd de ordinul I cu o constantd
k = 2,58 « 103 sec’!. Aceasta corespunde la o legatura fosfat relativ labila: In
5 min hidroliza este in proportie de 53%, in 15 min 91% si 100% in 30 min.

Fructozo-1,6-difosfataza hidrolizeaza fructozo-1-fosfatul cu o viteza de 0,9%
din aceea a fructozo-1,6-difosfatului.

Fructozo 1-fosfatul este clivat de cétre aldolazele din ficat sau muschi la
dihidroxiaceton fosfat si D-gliceraldehida:

CH,0PO,H, CH,OPO,H,
| |
C=0 C=0
|
HOéH Aldolazd CH,OH
| i Dihidroxiaceton fosfat
HCOH N
| CH=0
HCOH |
| HCOH
H,COH |
CH,O0H
D-Fructozo-1-fosfat D(+)-Gliceraldelmda

5.1.4. D-GLUCOZO 6-FOSFATUL

Fermentarea glucozei de citre drojdii produce un amestec de
hexozomonofosfati (ai glucozei, fructozei, manozei) din care acesti esteri au
putut fi separati ca saruri de bariu sau calciu. Glucozo 6-fosfatul pur a fost
obtinut din acest amestec ca sare a brucinei (R. Robison si W. T. J. Morgan,
1930; R. Robison si E. J. King, 1931; R. Robison, 1932). A fost preparat
deasemenea prin actiunea fosfoglucomutazei asupra D-glucozo-1-fosfatului
(S. P. Colowick si E. W. Sutherland, 1942). Concomitent au fost elaborate
doud metode de sintezd chimica a D-glucozo 6-fosfatului. Prima a constat in
tratarea monoaceton glucozei in piridina cu oxiclorurd de fosfor la temperaturi
Joase: rezulti o sare de bariu a hexozomonofosfatului care, in vederea purificirii,
a fost convertitd la sare de brucind si recristalizatd din metanol. Sarea puré a
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brucinei a fost reconvertitd la sare de bariu, o forma stabild a D-glucozo
6-fosfatului (P. A. Levene si A. L. Raymond, 1931). A doua metodi de sinteza
a D-glucozo 6-fosfatului a pomit de la 1,2,3,4-tetraacetil-B-D-glucopiranoza
(p.t. 128-129°C, [a]*°, = +12,1") (P. A. Levene si A. L. Raymond, 1931;
H. A. Hardy si H. O. L. Fischer, 1946); fosforilarea s-a realizat cu
difenilfosfocloridat:

] —— |
HOCH HOCH AcOCH
| CH,\ I |
»HC|OH C.H.-C - Br HC|0H H(|30Ac S
C H S LA
HOCH _moca  9'A%%4c0cH
| O Bromuri de trife- | > Teon |
HCOH . — HCOH S HCOAc
| nilmetan (Bromura | |
BC ——— de tntil, Tn-Br)-HBI HC HC
CH,OH CH,OTrt CH,OH
D-Glucozi 6-Tritil-B-D-glucopiranozid  »2>4-Tetwe-

acetil-B-D-glucopiranozi
O AcOéH CH=0
Cl-PY | |
(OCH,)), HCOAc . HCOH
| 1. Hidrogenare

O 2.Hidroliza

AcOCH ) HOCH
Difenilfosfocloridat- ..
| menajata |
} HCOAc - CH HCOH
Hel | -CH,COOH |
HC HCOH
) |
CH,O-P —(OCH,), CH,O0PO_H,
1,2,3,4,-Tetra- D-Glucozo 6-fosfat

acetil-B-D-glucopiranozil 6-difenilfosfat

In ambele cazuri derivatul tetraacetil a fost preparat din 6-trifenilmetil-
tetraacetil-f-D-glucoza (B. Helferich si colab., 1925; B. Helferich si W. Klein,
1926). (Radicalul trifenilmetil se mai numeste tritil).

Dintr-un mediu de reactie al glucozei cu acidul tetrafosforic a fost izolat,
dupd hidroliza partiald cu acid bromhidric si trecerea pe o coloani de
Amberlite IR-100 (forma H*), acidul glucozo 6-fosforic (J. E. Seegmiller 1
B. L. Horecker, 1951).
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Proprietdyi. Sarea de potasiu a D-glucozo 6-fosfatului este higroscopica si
de aceea este mai putin adecvatd pentru pastrare decét cea de bariu. Puritatea
glucozo 6-fosfatului se poate determina prin analiza elementara, rotatie optica,
putere reducitoare sau enzimatic (A. Komberg, 1950; H. Z. Sable, 1952). Rotatia
opticd si determinarea cantitativa a fosforului sunt criteriile de puritate cele mai
accesibile. Sarea de potasiu are [o]* =+21,2° (1,3% In apd). Glucozo-6-fosfatul,
spre deosebire de esterul din pozitia 1 este relativ stabil la hidroliza acidi. In
acid clorhidric 1 N la 100°C se hidrolizeaza numai 12% in 4 h si 45% in 20 h.

Un preparat de fosfohexozoizomerazd (lipsit de activitate
fosfoglucomutazicd) din muschi de sobolan converteste glucozo-6-fosfatul in
proportie de 32% in fructozo-6-fosfat (la 25°C). In acelasi timp fructozo-6-
fosfatu] este convertit la un amestec de echilibru care contine 68,4% glucozo-6-
fosfat si 31,6% fructozo-6-fosfat. Glucozo-6-fosfatul este transformat reversibil
in glucozo-l-fosfat de citre fosfoglucomutazi. Amestecul la echilibru contine
numai 5% glucozo-l-fosfat. O metoda sensibild si foarte specificd pentru
determinarea glucozo-6-fosfatului este reducerea NADP-ului in prezenta glucozo-
6-fosfat dehidrogenazei (A. Kornberg, 1950).

5.1.5. D-GLICERALDEHID 3-FOSFATUL

D-Gliceraldehid 3-fosfatul a fost preparat enzimatic din fructozo-1,6-difosfat
(O. Meyerhof si R. Junowick-Kocholaty, 1943):

ICHZOP03H2 CH,OPO,H,
_ |
?—0 C=0
HOCH Enzimatic |
| — CH,0H
H(|30H Dihidroxiacetonfosfat
+
HC|0H CH=0
CH,OPO,H, |
HCOH
|
CH,OPO,H,
Fructozo-1,6-difosfat D-Gliceraldehid 3-fosfat

D-Fructozo-1,6-difosfatul a fost preparat prin urmatoarea metoda:

Fosforoliza biologica
H,PO, (ca NaH,PO,) + sucrozi (zaharoz) ostoroliza biologic —

) cu drojdie
D-Fructozo-1,6-difosfat
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A fost realizatd deasemenea o sintezi chimicd a D-gliceraldehid 3-fosfatului
(C. E. Ballousi H. O. L. Fischer, 1955):

HOGH,

—CH

2
HOCH H,C HOFH ol
HocH ~ CH \b;—— H 6752 .
non  HCU HC—0 KOH
HICOH HFOH CH'Z
|
CHOH HC —0
T 7
/0 CHy - HOCH,
CHCH,OCH
H2C\\0 C¢Hg CH,0CH s CHOC
CH HOCH
HE —0_ acetolizd H"COH
HCOCK,CH g /c H, HCOCHL(Hg
HE ——— 07 H,COH
i 1w
L -
HC=O Hc/SCZH5
NaI0 ! g [ SGMs  cuon
—— P T wotng g
HoCOH HCL 5 HoCOH HgCL, , HgO
v " "' vi
OCH, 4 _OCHj3
Pt Y HC _
HC L § "ock, 1.Pd-H,
| OCMy  geus01P0cL Y wtock i 2Pty
HCOCH,CH, — > -26's ) — s
HZHOH H2c0po§c6H52
Vil Vit
OCH3
Hc::O ’ . HE=0
HLOHC 3o . HCOH
. HCOH
| — H, COPOSA,
H, COH L
_ . X
(X 3 -
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unde:
I este D-manitol
11, 1,3-4,6-di-O-metilen D-manitol
111, 2,5-di-O-benzil 1,3-4,6-di-O-metilen D-manitol
IV, 2,5-di-O-benzil D-manitol
V, 2-O-benzil D-gliceraldehida
VI, 2-O-benzil D-gliceraldehid dietil mercaptol
VII, 2-O-benzil D-gliceraldehid dimetil acetal
VIIL, 2-O-benzil 3-difenilfosforil D-gliceraldehid dimetil acetal
IX, 3-fosforil D-gliceraldehid dimetil acetal
X, D-gliceraldehid 3-fosfat
Proprietdti. D-Gliceraldehid 3-fosfatul posedd proprietitile chimice ale
esterului fosforic a unei hidroxialdehide. Compusul cste implicat in biosinteza
acidului 1,3-difosfogliceric (vezi acolo).

5.1.6. DIHIDROXIACETON FOSFATUL

Dihidroxiaceton fosfatul a fost obtinut mai intai prin sinteza, prin reactia
dintre dihidroxiacetond si oxiclorurd de fosfor in chinolind. Studiul cinetic al
hidrolizei dihidroxiaceton fosfatului 1n acid clorhidric 1 N la 100°C a aratat ca
hidroliza era completd in 40 min (W. Kiessling, 1934). Formarea triozofosfatilor
in reactii biochimice a fost observati astfel: amestecarea hexozodifosfatului cu
extract de muschi (sau de drojdii) lipsit de coenzime ducea la aparitia unui
triozofosfat hidrolizabil in mediu alcalin. Acest compus, spre deosebire de
D-gliceraldehid 3-fosfat, nu era oxidat de cétre iod sau brom dovedindu-se identic
cu dihidroxiaceton fosfatul sintetizat de citre Kiessling; izolarea §i caracterizarea
dihidroxiaceton fosfatului natural ca sare de bariu sau calciu a confirmat aceasta
presupunere. Totodatd hexozodifosfatul a fost obtinut atit din dihidroxiaceton
fosfat natural cat si sintetic (O. Meyerhof si K. Lohmann, 1934).

A fost elaborati si o altd metoda de sinteza a dihidroxiaceton fosfatului
(C. E. Ballou si H. O. L. Fischer, 1955; C. E. Ballou, 1960):

H, CCl HCCL H,ZC
i acetond 2l KOH i
PO ~
Monoclorhi- Izopropiliden Izopropiliden
drina glicerolului glicerol mono- propendiol
clorhidrina
H2 ICOCO(Ha : . H-ZICOCOCH3
H H (=0
Pb{OCOCHY), C 3C00|C—0\ ¢ ~CH; :
HyC—0 " ™ CHy H, COH
1,2-Diacetat 2,3- Dihidroxiaceton
284 izopropiliden acetat
glicerol
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HC (OCH3)3 H.COCOCH H,COCOCH,

7
POCL OCH
orto-formiat I/0(:H3 (CgHs)2 (I:i 3 4 H-m
de metil " |CESCH3 | OCHj ___>2.H0"
: 2 . H.CO-P=0
Acetil dihidroxiacetond 2 \ \
dimetil cetal (OC()H.5 2
HgICOH HyCOH
/0 CHy ot Lo
SN H, — |
| "OCHy H,COPOY,
H2 co PO3H'Z Dihidroxiaceton fosfat
Dihidroxiaceton

fosfat dimetil cetal

Proprietdfi. Determinarea fosfatului labil (20 min in hidroxid de sodiu 1N)
concordd cu determinarea enzimatici (glicerol fosfat dehidrogenazi).
Comportatrea dihidroxiaceton fosfatului in mediu acid a fost descrisd mai sus.

5.1.7. 1,3-DIFOSFOGLICERATUL

S-a observat cd amestecarea D-gliceraldehid 3-fosfatului (GAP) cu fosfat
anorganic duce la legarea reversibild a unui mol de fosfat per mol de GAP:
Pi + GAP —— 1,3-D-Gliceraldehid-difosfat €))
Daci solutiei i se mai adaugi gliceraldehid fosfat dehidrogenazi si NAD*
are loc oxidarea 1,3-D-gliceraldehid-difosfatului de cétre nucleul piridinic al
NAD*, stabilindu-se echilibrul:
NAD* + 1,3-D-gliceraldehid-difosfat ————— (NADH + H*) + 1,3-Difos-
foglicerat 2
S-a constatat ci difosfogliceratul obtinut prin reactia (2) se deosebeste prin
cel putin doud proprietiti de 2,3-difosfogliceratul care fusese descoperit ante-
rior de catre Greenwald: pe de o parte prin labilitatea sa si, pe de alta parte, prin
faptul cd se preteazi la reactia reversibild (2); de aici s-a conchis ci
difosfogliceratul obtinut in reactia (2) este 1,3-difosfoglicerat:

COOPOH, COOH
| |
H?OH HCOPO_H,
|
H,COPO H, H,COPOH,
Acid 1,3-difosfogliceric Acid 2,3-difosfogliceric
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1,3-Difosfogliceratul a fost izolat din mediul de reactie ca sare cristalina a
stricninei (E. Negelein si H. Bromel, 1939).

Rezultatele de mai sus au constituit o metodd de preparare a
1,3-difosfogliceratului (E. Negelein, 1957). Principiul este urmatorul:
gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza catalizeazi urmatoarea reactie reversibila:

GAP + Pi + NAD+ ———— 1,3-Difosfoglicerat + NADH + H*
O alta enzimi, alcool dehidrogenaza, reoxideaza coenzima:

NADH + H*+ CH,CH=0 ﬁ NAD* + C,H,OH

Insumand cele dous reactii obtinem:

GAP + Pi + CH,CH = O —— 1,3-Difosfoglicerat + C,H,OH

—

(Prin urmare NAD-ul este catalizator). Conditiile de reactie se aleg in asa
fel incdt echilibrul este aproape complet deplasat spre dreapta iar
1,3-difosfogliceratul este izolat ca sare cristalind, greu solubild, de stricnina.
Este esential ca ambele preparate enzimatice sa fie pure. Impurititile proteice ar
putea avea activitate fosfatazica (si hidrolizeze 1,3-difosfogliceratul pe masura
ce se formeaz3) si/sau activitate triozofosfat izomerazica (s transforme GAP in
dihidroxiaceton fosfat). Daci se utilizeazi GAP de sintez3 (H. O. L. Fischer si
E. Baer, 1932; C. E. Ballou si H. O. L. Fischer, 1955) numai izomerul D este
utilizat de citre enzima3). Atat gliceraldehid 3-fosfat dehidrogenaza (O. Warburg
si W. Christian, 1939) cit si alcool dehidrogenaza (E. Negelein si H. J. Wulff)
pot fiizolate din drojdii. La sfarsitul reactiei enzimele sunt denaturate cu acetona
iar 1,3-difosfogliceratul este izolat ca sare a stricninei.

Proprietdfi. Determinarea cantitativa a 1,3-difosfogliceratului se realizeazi
spectrofotometric (O. Warburg si W. Christian, 1939). Sarea recristalizati a
stricninei, uscati in vid la 60°C, are formula elementard C,,H, NP, O . (sare de
tetrastricnind), care a fost confirmat3 prin analiza chimica.

La estimarea colorimetrici a fosforului dupd metoda lui Briggs modificat3
de Martland si Robison, fosforul labil este scindat si masurat ca fosfat anorganic.

1,3-Difosfogliceratul se descompune spontan transformandu-se in
3-fosfoglicerat si fosfat anorganic. Acest proces are loc cu atita usurinta Incit
nu se cunoaste nici o stare in care compusul s3 riméand neschimbat un timp
apreciabil. In solutie apoasi hidroliza urmeazi ecuatia: -dc/dt =k » c. La
temperatura de 38°C si pH 7,2 k = 0,026 min’. Prin urmare se va hidroliza,
2,6% ntr-un minut sau 50% in 27 min. Viteza de hidroliza este mai mica la pH
intre 7 51 9; 1a 0°C 1,3-difosfogliceratul se descompune in proportie de 6% In 24
h. Produsul este mai stabil cand este congelat in solutie slab alcalini; pierderea
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in 24 ore este de numai 3%. Uscind o solutie neutra de 1,3-difosfoglicerat in
exicator se pierde 77%, in timp ce preparatul uscat obtinut prin precipitare cu
acetond la pH 2,1 pierde numai 19% timp de 24 h in exicator. Sarea cristalizatd
+ a stricninei, precum si sarea de calciu sunt deasemenea instabile in stare uscata.
O solutie neutra de 1,3-difosfoglicerat roteste foarte putin lumina polarizata.
3-Fosfogliceratul ce rezultd prin descompunerea spontand a 1,3-
difosfogliceratului are [o]*°) = -675° in solutie 8,3% de molibdat de amoniu; in
aceleasi conditii 3-fosfogliceratul are []*° = -682°.
In solutie apoasi neutrd 1,3-difosfogliceratul are o bandi de absorbtie
caracteristicd 1a 215 nm care dispare la descompunerea compusului. Coeficientul
molar de extinctie este € =2,11 « 10° cm?/mol.

5.1.8. FOSFOENOLPIRUVATUL

S-a constatat cd fosfoenolpiruvatul este un intermediar al scindarii
enzimatice a glucidelor cu extract muscular. Compusul a fost descoperit ca sare
cristalizatd de bariu si argint (C,H,O,PBaAg; K. Lohmann si O. Meyerhof,
1934). Sarea de bariu si argint a acidului fosfoenolpiruvic este compusul cel
mai adecvat pentru izolarea acestui compus din materiale biologice precum si
din amestecuri de sintezi. Prima sintezi a fosfoenolpiruvatului a fost realizata
prin fosforilarea acidului piruvic cu oxiclorurd de fosfor in chinolina
(W. Kiessling, 1936); ulterior metoda a fost imbunitititd (G. Schmidt si S. J.
Thannhauser, 1943; P. Ohlmeyer, 1951). A fost imaginata si o sintezd pornind
de la acid B-clorolactic (E. Baer si H. O. L. Fischer, 1949; E. Baer, 1952):

CICH; CH - COOH POCI, [CICH, - CH - COOH | KOH
| —_— | E—
OH Dimetil OPOCI, 90% EtOH
anilina
CH, = C-COOK Ba(OCOCH,), [CH, = C-COO- | _z+
| | Ba AgNO,
OPO.H, OPO,Ba |, -
CH,=C-COOAg  Ba(NO,), CH,=C - COOAg
| _—
OPO,Ag, HNO, OPO,Ba * 2H,0

Sarea de bariu si argint a fosfoenolpiruvatului

Proprietdti. Sarea de bariu si argint a acidului fosfoenolpiruvic di la analiza
elementard procentele calculate pentru formula C,H,0,PBaAg < 2H,0. La
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temperatura de 78°C n vid inalt pe pentoxid de fosfor compusul pierde o
moleculd de apa.

Testul cu hipoiodit este util pentru determinarea fosfopiruvatului in diferite
etape ale procedeului de sinteza sau izolare: solutia apoasa de fosfoenolpiruvat
diluatd corespunzitor se amestecd cu iod si hidroxid de sodiu. Dupd un timp
amestecul se acidifiaza cu acid clorhidric si se dozeazd fosfatul anorganic.
Hidroliza instantanee §i cantitativa a fosfatului din fosfoenolpiruvat in prezenta
sarurilor mercurice poate servi deasemenea ca metoda analitica.

Cinetica hidrolizei 1n acid clorhidric N la 100°C a ardtat ca clivarea este
completd in 60 min iar dupd hidrolizd reactia cu dinitrofenil-hidrazina este
pozitivi. La hidrogenarea fosfoenolpiruvatului se absoarbe un mol hidrogen
per mol de compus si rezulta acidul lactofosforic, greu hidrolizabil: in 4 h 1a
125°C 1n acid clorhidric 2 N se hidrolizeaza 81%; prin hidroliza produsului
hidrogenat rezult3 acid lactic.

O purificare rapida si eficace a fosfoenolpiruvatului s-a realizat prin
cromatografie de schimb ionic (M. F. Utter si K. Kurahashi, 1954).

5.2. CICLUL ACIZILOR TRICARBOXILICI (CICLUL KREBS)

Prin intermediul ciclului acizilor tricarboxilici (ciclul Krebs) unititile acetil
ale acetil-CoA, rezultate la catabolismul AG, glucidelor si unor amino-acizi,
sunt oxidate 1a CO, si H,0. De aceea ciclul acizilor tricarboxilici ocupi o pozitie
centrala in cadrul metabolismului majoritatii organismelor aerobe.

5.2.1. ACIDUL IZOCITRIC

Acidul treo-D-izocitric sau acidul o-hidroxitricarbalilic a fost obtinut initial
prin sintezd, prin descompunerea acidului triclorometil paraconic cu baritd
(R. Fittig, 1889). Ulterior a fost descoperit In sucul de mure unde existd in
proportie de 5/6 ca lactona (E. K. Nelson, 1925; W. F. Bruce, 1935). S-a stabilit
apoi ca acidul izocitric este un intermediar al metabolismului acidului citric;
totodatd s-a elaborat o metoda polarimetricd pentru determinarea acestuia
(C. Martius, 1938). Ulterior metoda de dozare polarimetrica a fost nlocuitd cu
0 metodd mai rapida, mai sensibila si mai specificd, metoda care utilizeazi
izocitrat dehidrogenaza (S. Ochoa, 1948).

Acidul treo-Dg-izocitric existd la o concentratie de 10-15% din substanta
uscatd a frunzelor de Bryophyllum calycinum tmpreuna cu o proportie si mai
mare de acid malic. Acidul citric este deasemenea prezent in cantitati apreciabile,
In proportii mai mici existdnd si acizii oxalic, succinic, precum si alti acizi
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organici. La fel cu majoritatea plantelor din familia Crassulaceae, frunzele acestei
specii suferd o variatie diuma pronuntata in ceea ce priveste aciditatea. Dimineata
acizii organici pot totaliza 40% din substanta organici totala. In cursul unei zile
insorite cantitatea de acizi se diminueaza rapid, locul lor fiind luat de catre
amidon, Incét in mijlocul dupa-amiezii acizii organici totalizeaza numai 25%
din substanta uscata. In mare parte aceasti fluctuatie este datorati schimbarii
cantitative a acidului malic, acidul citric jucdnd un rol similar dar de mai mica
anvergurd. Cu toate acestea acidul izocitric nu ia parte la aceastd variatie,
cantitatea prezentd rimanand constanti cu conditia ca schimbarile de lumina sa
urmeze alternanta natural luminé-intuneric. Deci este recomandabil ca frunzele
sa fie colectate in dupd-amiaza unei zile Tnsorite, pentru separarea acidului
izocitric, cdnd proportia celorlalti acizi este minima.

Acizii organici se extrag din pudrd uscati de frunze, cu etanol diluat acidifiat,
se precipitd ca saruri de bariu si se obtin ca acizi liberi prin addugare de acid
sulfuric. Solutia se concentreaza apoi si se Incalzeste pe o baie de apa pentru a
deshidrata acidul izocitric la lactona sa. Esterificarea cu metanol se realizeaza
utilizdnd drept catalizator trifluorura de bor eteratd. Catalizatorul si eterii
cu punct de fierbere scizut se distild-in vid iar esterul dimetilic al lactonei
acidului izocitric se izoleazi, din rezidiul ramas In vasul de distilare,
prin recristalizare in apd. Acidul (+)-izocitric se obtine ca sare de sodiu sau de
potasiu prin saponificare cu un mic exces de alcalii, urmat de neutralizare
la pH-ul dorit.

Planta utilizatd de obicei este Bryophyllum calycinum; B. fedtchesnkoi si
B. crenatum dau rezultate satisficatoare, si fara indoiald ca numeroase alte plante
din genuri fnrudite apartinand familiei Crassulaceae pot fi deasemenea utilizate
(G. W. Pucher si H. B. Vickery, 1946). Dimetil lactona acidului izocitric a fost
purificatd si prin distilare in vid (p. f. 180-188°C/5 mm Hg); produsul a fost
apoi recristalizat din etanol si apoi din apa. S-a recomandat de asemenea
conversia esterului dimetilic al lactonei acidului izocitric la lactona acestuia
prin refluxare cu acid clorhidric diluat (H. B. Vickery, 1953).

A fost elaboratd o metoda mai rapida de purificare prin extractia tesutului
vegetal cu eter etilic la pH puternic acid, tn loc de etanol acidifiat. Din 200 g
materlal vegetal uscat s-au obtinut 10-20 g izocitrat monopotesic C.H,O.K
(H. B. Vickery si D. G. Wilson, 1960).

O sintezd a acidului DL-izocitric a constat in utilizarea ca precursor initial
a acidului citric (acid B-hidroxi tricarbalilic) (J. P. Greenstein, 1936):
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CH,-COOH CH-COOH ~ CH-COOEt
| I EtOH ||
HO-C-COOH ——— C-COOH ———  C- COOEt

I l l

CH,-COOH CH,-COOH CH,-COOEt
Acid citric Acid cis-aconitic Trietil aconitat
H,N-CH-CONH, HO-CH-COOH
NH, | |
_— HC-CONH, HNO, HC-COOH
| — |
H,C-CONH, H,C-COOH
Tramida acidului o-amino tricarbalilic Acid D-(+) izocitric

Metoda lui Fittig, bazata pe acidul triclormetilparaconic, a fost deasemenea
Imbunitatitd (G. W. Pucher si H. B. Vickery, 1946):

CH,COONa CCl, CCl,-CH-CHCOONa
‘ + Ac0 A HCI
CH,COONa CH=0—— HO CH,COONa —

Sarea disodici a acidului
tricolorometil paraconic

C13 C—|CH-C| HCOOH NGOOC—CH CHCOONG
Na OH
HO H Na
0\ }:HY C coo HCl
I(I: Sarea trisodici
0 a acidului DL-izocitric

Lactona acidului triclorometilparaconic
HOOCIC H-CHCOOH
|

N
0

0

Lactona acidului DL-izocitric

Proprietdyi. Esterul dimetilic al lactonei acidului treo-Dg-(+)-izocitric are
p- t. 105-107°C. Rotatia specifica in metanol este [0]*° = -65° iar echivalentul
de saponificare este 64,04. Esterul nu este hidroscopic iar péstrarea la Intuneric
timp ce cativa ani a dus doar la o ingilbenire usoarda produsului. Lactona acidului
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1zocitric a fost preparatd prin fierberea esterului dimetilic al lactonei acidului
izocitric cu acid clorhidric diluat; p. t. al lactonei este 156-157°C.

5.3. METABOLITI AI AMINOACIZILOR

Aminoacizii care nu sunt utilizati in sinteza proteinelor sunt metabolizati
in sensul cd grupdrile aminosunt convertite la uree iar scheletul de atomi de
carbon se transformi in fragmente mai simple. Existd 20 de secvente
multienzimatice diferite pentru oxidarea celor 20 de aminoacizi diferifi.

fn continuare prezentdm spre exemplificare structura si obtinerea citorva
derivati metabolici ai aminoacizilor.

5.3.1. ACIDUL HOMOGENTISIC

Acidul homogentisic este un intermediar al conversiei fenilalaninei si
tirozinei la acid acetoacetic si fumaric.

Au fost relatate mai multe metode de preparare ale acidului homogentisic:
din aldehida gentisica (E. Baumann si S. Frankel, 1895), din isatina (O. Neubauer
st L. Flatov, 1907), p-hidrochinond si bromura de alil (G. Hahn si W. Stanier,
1929), din p-dimetoxibenzen vig 2,5-dimetoxibenzaldehidd (A. Neuberger,
1948), din acid, 2,5-dimetoxifenilpiruvic (G. Leaf si A. Neuberger, 1948).
Primele metode aveau randamente mici dar erau valoroase pentru confirmarea
structurii, precum si pentru facilitarea accesului la acidul homogentisic.

Compusul a fost izolat din urina sobolanilor bolnavi de alcaptonurie
experimentald (A. Neuberger si T. A. Webster, 1947) precum si din ficatul
sobolanilor normali (W. E. Knox si M. LeMay-Knox, 1951).

Un bun randament al sintezei chimice se constatd pormind de la p-dimetoxi-
benzen (H. Wolkowitz si M. A. Dunn, 1955):

C0-CH3
CHyC OCt
7\
oDy Ao
3 = 3 Talcy RO 3
p-Dimetoxibenzen 2,5-Dimetoxiacetofenoni Morfolini
CH. COO H -
Ne,S0
203
d 3 HB Na OH; H,S0,
Acid 2,5-dimetoxifenilacetic Lactona ag!ulul
CH.COOH -homogentisic

2

w0~ on

Acid homogentisic
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Proprietdyi. Atat acidul homogentisic cat §i lactona sa sunt putin higroscopici,
sunt stabili la aer si nu se descompun Intr-o masur3 apreciabild in solutii apoase
neutre sau acide, In vase ermetic Inchise la temperatura camerei timp de citeva
zile. Ambii compusi se descompun in solufie alcalind. Solubilitatea acidului
homogentisic si a lactonei per 100 ml apa la temperatura de 25°C este 85 g si
respectiv 0,075 g. Acidul homogentisic are un maxim de absorbtie la 290 nm,
In apd. Acidul homogentisic a fost determinat in lichidele biologice printr-o
metodi spectrofotometricd bazatd pe proprietdtile sale reducitoare
(reduce ionul de argint in solutie acida si, pe de alt3 parte, da reacie pozitiva cu
clorura fericd). Acidul homogentisic are p. t. 147-148°C; lactona sa recristalizatad
din apd are p. t. 188-190°C.

5.3.2. L-KINURENINA

L-Kinurenina este un intermediar al transformdrii triptofanului in acid
3-hidroxiantranilic, via 3-hidroxi-L-kinurenind (O. Hayaishi si R. Y.
Stanier, 1952).

Initial L-kinurenina a fost izolata din urina iepurilor cérora li se administrase
L-triptofan prin tub stomacal sau injectii subcutanate. Din 4 g triptofan s-au
obtinut cam 0,935 g L-kinurenind (media de la 11 iepuri) (R. E. Kallio si
C. P. Berg, 1949). DL-Kinurenina a fost sintetizatid pormind de la bromurd de o-
nitrofenacil (A. Butenandt si colab., 1943). Sinteza DL-kinureninei de la acid
3-(2-nitro-benzoil) acrilic decurge in felul urmator (T. Sakan, 1942):

COCH=CHCOOH COCH,ZCH(NHZ)COOH
X e (7
NOZ N02

Acid B-(2-nitrobenzoil) acrilic Acid o-amino B-(2-nitrobenzoil)-propionic

Sn Cl, @cowzcu(wz) CO0H
—_—
N H,

DL-Kinurenini

S-a elaborat si o metoda rapida pentru obtinerea L-, D- si DL-kinureninei
prin ozonoliza N-acetil-L-, N-acetil-D- si respectiv N-acetil-DL-triptofanului,
urmat de hidroliza produsilor de ozonolizi (R. E. Kallio si C. P. Berg, 1949). O
metodd biochimicd de preparare a L-kinureninci se bazeazi pe constatarea ci
extractul acelular provenit de 1a unele specii de Pseudomonas crescute pe triptofan
oxideaza aproape cantitativ L-triptofanul la L-kinurenin3 (O. Hayaishi, 1953):
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NH2 NH
CH,— CH—COOH

2 COCH.ZCH—COOH
(0], Enzima @
m ~ NHy
L-Trp H L-Kinurenini

Mersul reactiei se urmireste fie prin scaderca extinctiei la 280 nm (maximul
de absorbtie al triptofanului) fie prin cresterea extinctiei la 360 nm (maximul de
absorbtie a] L-kinureninei).

Proprietdti. Cel mai valoros criteriu de puritate este spectrul UV. Astfel
L-kinurenina prezintd maxime de absorbtie la: 360 nm (g = 4.500), 257 nm
(e = 7.500) si 230 nm (g = 18.900), la pH 7,0 (¢ este coeficientul molar de
extinctie, in cm? x mol!). Existd modificiri minore ale spectrului cu schimbarea
pH-ului intre 2,0 51 12,0.

L-Kinurenina a fost obtinuta fie sub forma de sulfat fie in stare libera.
L-Kinurenin sulfatul anhidru are [o]*, =+10,2° (c = 1% in ap3) iar L-kinurenina
are [o]*, = -30,5° (c = 1% 1n apa).

Spectrul IR al kinurenin sulfat monohidratului in Nujol arata o banda larga
in jurul a 3,5 p, maxime ascutite 1a 5,74 1 i 5,9 W si o banda largd cu maxime
la 6,28 U, 6,57 1 si 6,68 p. L-Kinurenina in Nujol aratd o bandi de absorbtie
larga in jurul a 3,4 p si maxime ascutite la 6,03 p, 6,2 p si 6,35 p.

5.3.3. 3-HIDROXI-L-KINURENINA

L-Kinurenina este transformat in 3-hidroxi-L-kinurenind iar aceasta in
acid 3-hidroxiantralinic, I cursul metabolizarii triptofanului.

Sinteza chimicd a 3-hidroxi-DL-kinureninei a decurs printr-o metoda
similard sintezei DL-kinureninei (M. Kotake si colab., 1951). 3-Hidroxi-L-
kinurenina a fost izolatd din urina pacientilor care ingeraserd izoniazida
(R.R. Brown, 1957) precum si din diferite soiuri de viermi de mitase (K. Inagami
si colab., 1957).

O sinteza a 3-hidroxi-DL-kinureninei, care a fost utilizata inclusiv pentru
marcarea compusului cu carbon radioactiv, este urmitoarea (R. R. Brown si
colab., 1962):

" coom Yol
socl
iy 00 CHaNp
NO? N02
CHy

0CH3
- COOEt
1.NeC— NHCOCH3

“cocun y
@ 2 COCHZB N\ C 00Et C0-CHy~ CH (NH,}C OOH
Z
ZH] + Prosu I

2
0CHy Oc”a 0H
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Conversia L-kinureninei la 3-hidroxi-L-kinurenind de citre o suspensie
mitocondriald din ficat (F. T. de Castro si colab., 1956; Y. Saito si colab.,
1957) a fost deasemenea utilizatd pentru prepararea acesteia.

Proprietdti. 3-Hidroxi-L-kinurenina proaspat cristalizatd confine
aproximativ 2 moli de apa de cristalizare per mol de compus, care poate fi
indepidrtatd complet prin incalzire la 100°C In vid pe pentoxid de fosfor
timp de mai multe ore. Punctul de topire nu este net: compusul incepe si se
topeasca la 175°C si se topeste complet la 180°C cu descompunere.
DL-3-Hidroxikinurenina libera (cristale aciforme) se descompune la 223°C.,

Spectrul UV al 3-hidroxi-kinureninei, cristalizat in prealabil, in tampon
fosfat 0,1 M are maxime la 223 nm, 260 nm, 369 nm la pH 2,0; 228 nm, 267 nm
51368 nm lapH 7,4; 248 nm, 286 nm si 393 nm la pH 12,0. Coeficientii molari
de extinctie la pH 7,0 sunt: 368 nm (g = 4.050), 267 nm (e = 7.630), 228 nm
(e =19.000).

Compusul da cu ninhidrina o coloratie rosu-purpurie, testul diazo Ehrlich
este pozitiv iar cu clorura ferica di o coloratie rosu-sange. Substanta este aproape
insolubila In alcool, putin solubila in apa rece dar usor solubili in ap3 la cald.
La fierbere In prezenta alcaliilor degaja un miros de iasomie.

5.3.4. 3-HIIDROXTANTRANILATUL
(Acidul 2-amino-3-hidroxibenzoic)

Acidul 3-hidroxiantranilic este un intermediar al transformarilor metabolice
ale triptofanului.

Acidul 3-hidroxiantranilic a fost obfinut prin oxidarea acidului antranilic
cu persulfat de potasiu (E. Boyland si P. Sims, 1954). Anterior fusese sintetizat
de la acid 3-metoxibenzoic, prin nitrare urmat de hidrogenare cu paladiu pe
cirbune si hidroliza cu acid iodhidric (J. F. Nyc si H. K. Mitchell, 1948). Sinteza
acidului 3-hidroxiantranilic de la m-crezol are avantajul ca evitd separari de
amestecuri (0-p) (W. M. Stanley si colab., 1933; J. L. Wamell, 1958). Reducerea
gruparu mtro la amino s-a realizat cu hlposulﬁt de sodiu:

CHy CHy
NO.
H°N°2 1 1CHy0 S0, NO,
THS0, ,S0, N
OH 0CH
COOH COOH
NO .

KHn O, T Nos,0, NHy  uge
H,S0 : >
4, 0CHy ocH,

COOH
NHz

OH
Acid 3-hidroxiantranilic
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Proprietdti. Acidul 3-hidroxiantranilic pur, incalzit in capilar, se
carbonizeaza la 246-250°C si se descompune la 250-252°C; sub presiune redusa
(0,1 mm) sublimeazi la 160-170°C dind cristale aciforme de culoare alba.
Hidroclorura acidului 3-hidroxiantranilic are p. t. 227°C iar 3-metoxiantranilatul
are p. t. 94°C. Acidul 3-hidroxiantranilic prezintd un maxim de absorbtie la 310
nm, la pH neutru. Spectrul de absorbtie in acid clorhidric diluat prezinta un
minim la 260 nm si un maxim la 300 nm. Totodat3 spectrul de absorbtie UV al
acidului 3-hidroxiantranilic variaza intr-o maniera caracteristica la schimbarea
pH-ului si solventului.

Acidul 3-hidroxiantrinilic prezintd in UV o fluorescentd caracteristica,
proprietate utilizatd si la detectia cromatograficd. S-a gasit cd intensitatea
fluorescentei acidului 3-hidroxiantrinilic creste pe misurd ce polaritatea
solventului scade, astfel ci fluorescenta sa este de 16 ori mai intensa in etanol
absolut decat in tampon fosfat Krebs-Ringer. La scdderea pH-ului fluorescenta
scade: la pH 4 are o intensitate de 4 ori mai micd decat la pH 7. Cresterea
pH-ului peste 7 duce la scaderea rapida a fluorescentei.

5.3.5. UROCANATUL
(Acidul 3-imidazolil acrilic)
Acidul urocanic este un intermediar al metabolizarii histidinei.
O metoda chimicd convenabild de sintezd a acidului urocanic utilizeaza
drept precursor histidina. Prin reactia acesteia cu acidul azotos, In mediu de
acid clorhidric concentrat, se obtine acidul 2-cloro-3-imidazolil propionic care,

prin tratare cu trimetil amind, da acid urocanic (S. Edlbacher si H. von Bidder,
1942; A. H. Mehler si H. Tabor, 1953):

CHZ  NHy  Hono N CHQCH/COOH
R
k | HCl k 4
N
H

COOH H

His Acid o~cloro pB-imidazolil propionic
i

CH C O0H
N\ - COO0H
U ey
N

Acid urocanic
Prepararea enzimatici (enzima din ficat sau Pseudomonas fluorescens) a
fost deasemenea utilizata.
Proprietdfi. Cel mai util indicidu de puritate este coeficientul molar de
extinctie (¢ = 1,88 « 10* cm?/mol, 1a 277 nm si la pH 7,4).
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Prin hidrogenarea acidului urocanic pe catalizator de platind se absoarbe
un mol de hidrogen per mol acid urocanic iar din mediul de reactie a fost izolat
acidul imidazolil-propionic. Acidul urocanic are doud valori pK, la 3,5 sila 5,8.
La punctul izoelectric (pH aproximativ 4,6) acidul urocanic este relativ insolubil,
proprietate utilizata la separarea din amestecuri. O solutie saturatd la 0°C, 37°C
t1 100°C contine aproximativ 100 mg, 600 mg si respectiv 6 g acid urocanic
dihidrat per 100 ml. Sarea de sodiu si hidroclorura sunt foarte solubile in apa.
Spectrul IR este valoros pentru evidentierea configuratiei frans a legaturii duble
din fractiunea acrilica a moleculei.

Tiparul s-a efectuat sub c-da nr. 108/1994 la
Tipografia Editurii Universitﬁ;ii din Bucuresti
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