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Summary

Chemical structure determination and molecular masses for metiferon
and benzituron based on mass spectra method by electronic impact

One of the methods widely used to study the chemical structure and demonstrating
molecular weight is the mass spectroscopy method using electron impact ionisation technique.
The recording of spectra of Benzituron and Metiferon was performed on HPLC coupled with
mass spectrophotometer Perkin Elmer Tri Carb 2100 R. Mass spectral lines characterized by the
ratio mass / charge have been investigated and stacked to form the chemical structure and
assumption of molecular weight which further assayed by elemental analysis for these
substances.

Rezumat

Una din metodele pe larg folosite la studierea structurii chimice si demonstrarea maselor
moleculare este metoda spectroscopiei de masa care utilizeaza tehnica de ionizare prin Impact
Electronic. Inregistrarea spectrelor de masa a Benzituronului si Metiferonului s-a realizat pe
spectrofotometrul de masa cuplat cu HPLC PerkinElmerTriCarb 2100R. Liniile spectrale de
masd caracterizate prin raportul masad/sarcina au fost cercetate si suprapuse pentru constituirea
structurii chimice si presupunerea maselor moleculare, ulterior calculate prin analiza elementara
pentru aceste substante.

Actualitatea

Actualmente metodele spectrale de masa sunt utilizate pe larg pentru demonstrarea
structurii chimice ale substantelor cu continut de sulf si azot.Benzituronului si Metiferonul sunt
substante derivati de izotiouree care in rezultatul ionizarii prin impact electronic prezintd linii
spectrale specifice (masa/ sarcind) ce corespund elementelor structurale care definesc apartenenta
la grupa chimica terapeuticd si actiunea farmacologica [1].

Impactul electronic este un procedeu de fragmentare a moleculelor utilizat pentru
stabilirea structurii chimice a substantelor organice. Substanta, prin incalzire este adusa in starea
gazoasd, iar patrunderea acesteia in camera de ionizare este asiguratd prin vidarea fiecarui
compartiment din spectrometru de masa. Conditia de mentinere a probei de analizat sub presiune
joasa in procedeul de fragmentare prin impact electronic, este necesard pentru a preveni reactiile
posibile dintre ioni si molecule ionizate. In situatia in care aceste interactiuni sunt posibile,
acestea complica interpretarea spectrului de masd. Esenta acestui procedeu de fragmentare se
bazeaza pe fragmentarea moleculelor datorita ciocnirii acestora cu un flux ingust de electroni,
care este generat de o sursd de filament de Re incalzit de un curent de 200 mA. Electronii sunt
indreptati si accelerati cdtre anod, unde se produce coliziunea cu substanta de analizat, dispersia
substantei se realizeaza sub actiunea diferentei de potential 70 eV. Substanta medicamentoasa,
care anterior a fost transformata in stare gazoasa prin gradient de temperatura si presiune, capata
o sarcina pozitiva. Ionul molecular format este ulterior directionat spre analizatorul de masa.
Procedeul de ionizare a substantelor organice prin impact electronic este redata prin urmatoarea
schema.

e+ M —> M+ +e,,tey
unde:e’p-fluxul de electroni generat de filamentul de Re; e’ —electronii, care rezulta in timpul
coliziunii electronice cu specia moleculara ce se analizeaza; ey». electronii, care se emit dupa
coliziunea electronilor cu specia molecular analizati;M- molecula analizatd; M™- ionul molecular

[2].
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Dupa ionizarea speciei analizate, fragmentarea acesteia in ioni mai mici se produce
datorita energiei cinetice mari a electronilor ce induc o crestere a energiei translationale a
moleculei, precum si a celei de vibratie-rotatie. In timpul relaxarii ionilor moleculari
fragmentarea se produce in lant si se obtin spectre de masa complexe. Procesul de ionizare poate
sa produca fie ioni moleculari, fie fragmente de ioni, care corespund unei piese mai mici a
moleculei analizate, dar pot fi folosite pentru deducerea structurii chimice moleculare.
Coliziunea dintre ioni si molecule in camera de ionizare poate fi pusd in evidentd prin prezenta
particulelor cu valori mari m/z, valorile acestora fiind detectate de analizatorul de masa [3].

Scopul lucrarii constd in utilizarea metodei spectrometrice de masa cu tehnica de
ionizare prin impact electronic pentru stabilirea structurii moleculare si a maselor molare a
Benzituronului si Metiferonului.

Materiale si metode

Pentru analiza spectrala de masa a Benzituronului si Metiferonuluiau fost utilizate
spectrofotometrul de  masa  cuplat cu  HPLC  PerkinElmerTriCarb  2100R
LiquidScintillationCounter. Solutiile apoase de Benzituron si Metiferon 10%.

Rezultatele si discutii
Interpretareaspectrului de masa a Benzituronuluis-a realizatin baza semnalelor analitice
reprezentate prin linii spectrale caracterizate prin valoarea masa/sarcind. Din spectrul de masa al
Benzituronului se observa o fragmentare a celei mai polarizabile legaturi, cea a atomului de clor,
care este legat de baza Benzituronului. Picul cu valoarea m/z=166 u.c.m. corespunde primei
fragmentari [M-36,5] si apartine bazei de Benzituron, care este lipsita de o molecula de acid
clorhidric(reactia 1).

NH NH*
Oy (7
NH
NH, 2
1)

Picul de intensitate joasa cu valoarea m/z 167u.c.m. este un pic metastabil [(M-36,5)+1],
care demonstreaza prezenta legaturii donor acceptor, ce se formeaza dintre perechea de electroni
necuplati ai atomului de azot si protonul de hidrogen din restul acidului clorhidric. Din spectrul
de masa se observa ca picul acestui fragment este neevidentiat, aceasta ne vorbeste despre durata
lui de viata relativ scurtd in camera de ionizare si in filtrarea ionica in analizatorul de masa
cuadrupolar. (figura 1). Fragmentarea continua a moleculei de Benzituron este demonstrata prin
prezenta benzii de intensitate medie cu m/z= 123u.c.m., ceea ce corespunde fragmentului
molecular [M-79], care presupune fragmentarea homolitici prin impact electronic a
Benzituronului in a doua etapa cand are loc cu formarea tiobenzenului a carui masa moleculard
corespunde valorii m/z=123.u.c.m(reactia 2).
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Fig. 1, Spéctrul de masa al Benzituronului 6b‘;inﬁt prih irﬁbact electronic
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Cel de al patrulea pic cu valoarea m/z=91u.c.m. demonstreaza ca Benzituronul este un
compus aromatic substituit cu catene liniare in a, iar legaturile a-p se rup cu formarea cationului
benzilic si a fragmentului tioureic (cu valoarea m/z=75 u.c.m.), care este stabil potrivit reactiei 3:

NH* CH,: NH*
8—46 + [:::j/ + :8—46
NH, NH,
3)
Picul spectrului de masa al Benzituronului cu valoarea m/z 43 u.c.m. corespunde

fragmentului molecular ureic, care se desprinde foarte usor de molecula Benzituronului datorita
intensitatii mari(reactia 4).

NH* _NH*
s—< + Tl
NH, NH,
43 (4)

Picurile 39, 41, 53, 56, 77, 86, 153 sunt picuri metastabile, care nu au o valoare analitica,
de reguld ele pot intruni fragmentele sus identificate plus, alte fragmente ionice din molecula
Benzituronului.

Interpretareaspectrului  de masa a  Metiferonuluis-a  realizatdupaacelasialgoritm  de
descifrarespectrala.

Din spectrul de masa al Metiferonului se observa fragmentarea moleculei in fragmente cu
urmatoarele valori: m/z 41, 62, 74, 87, 109, 126. u.c.m. Picul cu valoarea m/z=126 u.c.m.(reactia
5) obtinut din prima fragmentare corespunde fragmentului dimetoxifosfat [M-90], iar banda cu
valoarea m/z=109 u.c.m. corespunde dimetiloxifosfitului (figura 2).
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Fig.2. Spectrul de masa al Metiferonului obtinut prin ionizare chimica

Al treilea pic cu valoarea m/z= 87 u.c.m. de intensitate medie corespunde segmentului

metilen tiouric(reactia 6).
H.C_ NH H.C_ N:
s s—<
NH, NH :
o ©)
Din spectrul de masa al Metiferonului se observa, ca picul cu cea mai mare intensitate
m/z=74 u.c.m. corespunde atomului de sulf legat de segmentul tioureic(reactia 7).

H,C NH N:
3 \S iz S+ 2?/
NH,, NH :
74 (7)

Din spectrul de masa al Metiferonului, se observa un pic ingrosat cu valoarea m/z=62
u.c.m., care corespunde celor doud fragmente metoxi (31+31). Picurile metastabile cu valorile
m/z=41 u.c.m. si m/z=43 u.c.m. nu au o valoare analitica, ele reprezintd fragmente asociate din
diferite parti ale moleculei Metiferonului (reactia §8).
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HC-O0 0

P+ HC-0+, HCO+, p-° +
7N > '3 3 P +
H.C—0 OH B + + '0- H ®)

Prin identificarea fiecarui ion molecular, care corespunde maselor molare, s-a demonstrat
structura chimica a Benzituronului si Metiferonului

Concluzii
Reconfirmarea structurii chimice si a maselor moleculare ale Benzituronului si Metiferonului s-a
realizat Tn baza spectrelor de masa care contin informatii ample analitice despre construirea
scheletului molecular al acestor substante.
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Summary
Study of the dynamics of bacterial resistance to azithromycin

The antimicrobial resistance is a negative phenomenon that continuously reduces the
spectrum of action and the arsenal of antibacterial preparations used in therapy. According to
WHO forecasts, some infections successfully treated today, soon could become mortal again. In
this context, WHO has adopted a series of measures to prevent and control the antimicrobial
resistance, including the European Antimicrobial Resistance Surveillance System.

This paper represents a pharmacological monitoring study of the antimicrobial resistance
that, in parallel with the EARSS, provides a full image of the development of bacterial resistance
to Azithromycin, updates the spectrum of action of this antibiotic, and detects trends and future
development of the antimicrobial resistance to Azithromycin and its use in therapeutics.

Rezumat

Antibioticorezistenta este un fenomen nefast care reduce in continuu spectrul de actiune
si arsenalul preparatelor antibacteriene utilizate in terapie. Conform prognozelor OMS, in curind
ar putea deveni din nou mortale unele infectii tratate cu succes in prezent. In acest context OMS
a adoptat o serie de masuri de prevenire si combatere a rezistentei antimicrobiene, printre care i
Sistemul European de Supraveghere a Rezistentei Antimicrobiene.

Lucrarea data prezintd un studiu de monitoring farmacologic al antibioticorezistentel,
care, in paralel cu sistemul EARSS, oferd un tablou integral al dezvoltarii rezistentei bacteriene
la Azitromicind, actualizeaza spectrul de actiune al acestui antibiotic, precum si depisteaza
tendintele de dezvoltare a antibioticorezistentei si perspectivele de utilizare a Azitromicinei in
practica terapeutica.
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