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Abstract. This research explores the chiral behavior and conformational landscape
of L-carnitine by vibrational circular dichrosis (VCD) spectroscopy correlated with
density functional theory (DFT) calculations, as well as the thermodynamic and
Kinetic feasibility of its esterification reaction with protocatechical acid. The DFT
simulations showed the existence of severa energetically stable conformities,
differentiated by distinct spectroscopic signatures in IR and VCD, significantly
influenced by the solvent effect and the network of intramolecular hydrogen bonds.
The comparison of the calculated spectra with the experimental IR data confirmed
the attribution of characteristic vibrations (C=0, O—H), while the VCD bands
alowed the differentiation of stable conformances, highlighting the potential of the
method for conformational validation in solution. The analysis of the esterification
mechanism showed that the reaction with protocatechuic acid is thermodynamically
unfavorable and presents a high activation barrier, athough the stabilization of
intermediates by aromatic conjugation and hydrogen bonds partially contributes to
the decrease in transition energy. The results obtained highlight the relevance of
combining VCD spectroscopy with theoretical calculations for correlating the
structure with the reactivity of L-carnitine, providing new insights on its
biochemical role and interactions with food acids.

Keywords: L-carnitine, VCD, DFT, conformational analysis, esterification
mechanism

Rezumat. Aceasta cercetare exploreaza comportamentul chiral si peisajul
conformational al L-carnitinei prin spectroscopie de dicroism circular vibrational
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(VCD) corelata cu calcule de teorie a functionalului densitatii (DFT), precum si
fezabilitatea termodinamicd si cinetica a reactiei sale de esterificare cu acidul
protocatecuic. Simularile DFT au evidentiat existenta mai multor conformeri stabili
energetic, diferentiati prin semnaturi spectroscopice distincte in IR si VCD, sensibil
influentate de efectul solventului si de reteaua de legaturi de hidrogen
intramoleculare. Compararea spectrelor calculate cu datele IR experimentale a
confirmat atribuirea vibratiilor caracteristice (C=0, O—H), in timp ce benzile VCD
au permis diferentierea conformerilor stabili, subliniind potentialul metodei pentru
validarea conformationala in solutie. Analiza mecanismului de esterificare a aratat
ca reactia cu acidul protocatecuic este termodinamic nefavorabild si prezintd o
bariera de activare ridicatd, desi stabilizarea intermediarilor prin conjugare
aromatica si legaturi de hidrogen contribuie partial la scaderea energiei de tranzitie.
Rezultatele obtinute evidentiaza relevanta combindrii spectroscopiei VCD cu
calculele teoretice pentru corelarea structurii cu reactivitatea L-carnitinei, oferind
perspective noi asupra rolului sau biochimic si a interactiunilor cu acizii alimentari.

Cuvinte-chele: L-carnitinda, VCD, TFD, analizd conformationald, mecanism de
esterificare

Introducere

Carnitina (L-carnitina) este un compus natural, esential pentru
metabolismul lipidic la mamifere, care joacd un rol central in transportul
acizilor grasi cu lant lung in mitocondrii, pentru oxidare B, prin formarea
esterilor acil-carnitind (acylcarnitines) [1]. Prin aceasta reactie de esterificare
biologica, gruparea acil (derivatd de acid carboxilic) se leagd de gruparea
hidroxil a carnitinei, cu eliminarea echivalentd a CoA-ului (in sistemul acil-
CoA + carnitind — acil-carnitind + CoA), fard eliminarea directd a unei
molecule de apd in reactia catalizatd de transferul acilului [2]. Pe de alta
parte, din perspectiva chimica, reactia simpla de esterificare intre un acid
carboxilic alimentar si gruparea hidroxil a carnitinei (ca un alcool) ar
presupune: activarea acidului carboxilic (prin protonare sau printr-un agent
de activare); nucleofilie a gruparii hidroxil din carnitind; eliminarea unei
molecule de apd conform reactiei tip Fischer sau a altor mecanisme de
esterificare chimica.

Interesul pentru analiza unei asemenea reactii chimice (non-enzimatice
sau asistate enzimatic, biocatalitic) provine din céteva considerente:
stabilirea modului 1n care acizii alimentari (in special acizii grasi, acizii
carboxilici simpli sau acizii nesaturati) ar putea forma esteri de carnitind in
conditii alimentare, digestive ori industriale; posibile implicari metabolice:
esterii de carnitind pot fi transportabili intre compartimente celulare, pot
functiona ca intermediar in procesarea metabolicd sau pot fi excretati;
acumularea sau alterarea raportului acil-carnitind / carnitina libera sunt
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semnalizatori pentru diverse tulburdri metabolice (ficat, disfunctii
mitocondriale, diabet etc.) [3]; aplicatii potentiale de sinteza: biocataliza
(lipaze etc.) ca sd obtii esteri de carnitind cu acizi alimentari, care pot avea
proprietati biochimice utile, de exemplu modificdri de solubilitate,
biodisponibilitate ori stabilitate. Un studiu relevant a demonstrat esterificarea
acidului conjugat linoleic (CLA) cu L-carnitina folosind lipaze,
in sisteme fard solvent si/sau cu acetonitril, cu randamente variabile in
functie de conditiile de reactie (lipaza, timp, continutul de apa, sisteme de
uscare etc.) [4].

Esterii de carnitind permit mobilizarea acizilor grasi in mitocondrii
pentru oxidare . Fara aceasta esterificare (catalizata de carnitine
acyltransferases, CPT-I si CPT-II, si transportorul CACT), acizii grasi nu
pot traversa eficient membrana mitocondriald interna [5]. Carnitina ajuta de
asemenea la reglarea nivelului de acil-CoA liber, care atfel ar putea inhiba
enzime metabolice (feedback negativ) sau ar produce acumuldri toxice.
Acest rol este crucial in starile de stres metabolic, ischemie, diabet, etc. [5].

Comparativ, daca esterificarea non-enzimatica cu acizii alimentari ar fi
semnificativa, ar putea influenta profilul acilcarnitinelor din sdnge, ar putea
produce estimator de stres oxidativ sau ar putea afecta biodisponibilitatea
carnitinei libere, ceea ce are implicatii in nutritie si sanatate.

Caracterul sdau chiral si prezenta mai multor grupdri functionale
(hidroxil, carboxil, amoniu cuaternar) fac ca proprietatile spectroscopice sa
fie extrem de sensibile la conformatia moleculara si la interactiunile cu
mediul. Spectroscopia de dicroism circular vibrational (VCD) reprezintd o
metodd recomandatd pentru investigarea stereochimiei si a conformatiilor
moleculelor chirale, prin diferentierea absorbtiilor IR ale radiatiei circulare
stanga/dreapta polarizate [6].

Aplicarea calculelor DFT pentru simularea spectrelor VCD de
carnitinei si a posibilelor sale conformatii permite corelarea modelelor
teoretice cu structura experimentald, deschizand perspective pentru o mai
buna intelegere a rolului sdu biochimic si a interactiunilor cu acizii
alimentari [7].

Scopul cercetarii este investigarea comportamentului chiral si a
conformatiilor L-carnitinei prin spectroscopie de dicroism circular
vibrational (VCD) si calcule DFT, cu accent pe corelarea proprietatilor
spectroscopice cu structura moleculara si interactiunile de mediu, precum si
pe elucidarea fezabilitatii termodinamice a reactiei de esterificare cu acidul
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protocatecuic, prin determinarea energiilor libere de reactie si a barierelor de
activare asociate mecanismului de formare a esterilor.

Metode computationale

Geometriile conformerilor L-carnitinel au fost generate utilizand o
cautare conformationald initialda GMMX, urmata de optimizdri de geometrie
prin metoda DFT la nivelul teoriei B3LYP/6-31G [8], implementata in
pachetul de programe Gaussian 09 [9]. Optimizarile au fost efectuate atat in
faza gazoasa, cat si in solvent (apd), fara restrictii de simetrie. Stabilitatea
relativa a conformerilor a fost evaluata pe baza energiilor libere Gibbs,
selecténdu-se pentru analiza spectroscopica acei conformeri aflati intr-0
fereastra energetica de 3—5 kcal/mol fata de minimul global. Spectrele IR si
VCD teoretice au fost calculate la acelasi nivel de teorie, iar intensitatile
relative au fost obtinute prin ponderarea conformerilor in functie de
populatia Boltzmann. Pentru analiza reactiei de esterificare cu acidul
protocatecuic, au fost identificate structurile intermediare si starile de
tranzitie, confirmate prin calcule de frecvente vibrationale.

Rezultate si discutii

Analiza conformationald a L-carnitinei a evidentiat existenta a cinci
conformeri stabili energetic (Tabelul 1), aflati intr-un interval de 3-5
kcal/mol fata de structura cu energie minima. Prezenta gruparilor functionale
polare (hidroxil, carboxilat si amoniu cuaternar) favorizeaza formarea unei
retele extinse de legaturi de hidrogen intramoleculare, care contribuie la
stabilitatea relativa a conformerilor si la particularitatile spectroscopice.

Tabelul 1. Energia totald a conformerilor studiati

Nr. conformerului Energia totala (u.a.e)
1 -556,2136729
2 -556,2111425
3 -556,2168417
4 -556,2172069
5 -556,2072333

Dintre structurile identificate, conformerul 4 s-a dovedit a fi cel mai
stabil, avand o energie cu 6,26 kcal/mol mai micad decat conformerul 5, care
prezintd cea mai ridicatd energie si este, prin urmare, cel mai instabil
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(Tabelul 1 si Figura 1). Conformerul 4 a fost selectat pentru studiul ulterior
al reactiei de esterificare.
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Figura 1. Profilul energetic al stabilitatii conformerilor L-carnitinei,
kcal/mol

Spectrele IR si VCD calculate la nivel DFT (B3LYP/6-311G) au
evidentiat diferente semnificative intre conformerii analizati, In special in
regiunile corespunzitoare vibratiilor functionale caracteristice. Banda
carbonilului (C=0) apare experimental in jur de ~1740 cm™, fiind calculata
teoretic la 1805 cm™, iar vibratiile gruparilor hidroxil (O—H) sunt plasate in
jurul a ~3400 cm™, cu valoarea teoretica de 3603,98 cm™'. De asemenea, s-
au identificat moduri de vibratie in zona 1465 cm™, asociate hidrogenilor din
grupele metilice, precum si o bandd in jurul a 590 cm™, corespunzatoare
hidrogenilor gruparilor hidroxilice implicati direct in reactia de esterificare
(Figura 2).

Compararea spectrului IR experimental cu spectrele IR si VCD
calculate, a confirmat atribuirea benzilor principale corespunzatoare
vibratiilor C=0 (~1740 cm™) si O—H (~3400 cm™). Daca
spectrul IR valideazd pozitiile vibrationale majore, spectrul VCD aduce
informatii suplimentare privind chiralitatea si distributia conformationala a
L-carnitinei. Semnele distincte ale benzilor VCD in regiunile caracteristice
pentru vibratiile amidice si hidroxilice permit diferentierea conformerilor
stabili energetic, sugerdnd cad spectroscopia VCD reprezinta o metoda
experimentald promititoare pentru validarea distributiei conformationale a
carnitinei 1n solutie.
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Figura 2. Spectrul IR experimental (a) comparat cu spectrele IR (b) si

VCD (c) teoretice obtinute prin calcule DFT pentru L-carnitina

Includerea efectului solventului a condus la o stabilizare suplimentara
a conformerilor, care implica interactii hidroxil—carboxilat, fapt reflectat atét
in intensitatile semnalelor VCD, cat si in deplasarile de frecventd. Aceasta
constatare subliniazd sensibilitatea ridicatd a spectroscopiei VCD la micro-
mediu si relevanta corelarii dintre simulari si conditiile experimentale.

Pentru a evalua fezabilitatea termodinamicd a reactiei de esterificare
dintre L-carnitina si acidul protocatecuic, au fost calculate energiile libere de
reactie si barierele de activare aferente etapelor mecanismului propus (Figura
3).

Rezultatele aratd cd procesul de esterificare este termodinamic
nefavorabil, reactia fiind endotermica, cu o valoare a energiel libere de
reactie de +14,68 kcal/mol, ceea ce indica lipsa
spontaneitatii in conditii standard. Analiza profilului energetic a evidentiat ca
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pasul limitativ al reactiei este eliminarea moleculei de apa din intermediarul
tetraedric.
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Figura 3. Profilul energetic al reactiei de esterificare a L-carnitinei cu
acidul protocatecuic, kcal/mol

In cazul acidului protocatecuic, bariera de activare calculati este
ridicata, de 52,84 kcal/mol, ceea ce sugereaza o cinetica lentd a procesului.
Totusi, gruparile fenolice ale acidului pot contribui la stabilizarea
intermediarului prin legaturi de hidrogen, iar conjugarea electronica a
nucleului aromatic favorizeaza delocalizarea sarcinii, conducand la o scadere
partiald a energiei stdrii de tranzitie.

Concluzii

Analiza conformationald a evidentiat faptul ca L-carnitina prezinta mai
multi conformeri stabili energetic, diferenta de stabilitate fiind guvernata de
reteaua intramoleculara de legaturi de hidrogen. Dintre acestia, conformerul
4 a fost identificat drept cel mai stabil si a constituit baza pentru analiza
ulterioara a reactivitatii.

Simularile DFT si compararea spectrelor calculate cu spectrul IR
experimental au demonstrat o bund concordantd in atribuirea vibratiilor
caracteristice (C=0, O-H), iar spectroscopia VCD s-a dovedit esentiala
carnitingl la micro-mediu si la efectul solventului. Aceste rezultate confirma
relevanta combindrii spectroscopiei vibrationale cu modelarea teoretica
pentru descrierea corectd a peisajului conformational al moleculelor chirale.

Studiul termodinamicii si cineticii reactiei de esterificare cu acidul
protocatecuic a aratat ca procesul este endotermic si nefavorabil din punct de
vedere energetic, cu o energie libera de reactie pozitiva (+14,68 kcal/mol) si
o bariera de activare ridicata (52,84 kcal/mol). Acest fapt indica o cinetica
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lentd si o probabilitate redusd de desfasurare spontand in conditii standard.
Totusi, stabilizarea intermediarilor prin legaturi de hidrogen si conjugarea
electronica a nucleului aromatic reduc partial energia starii de tranzitie.

In ansamblu, rezultatele obtinute subliniazi valoarea metodei VCD
combinate cu calculele DFT pentru intelegerea distributiei conformationale
si a reactivitatii L-carnitinei, oferind o baza solidd pentru explorarea
ulterioara a interactiunilor sale cu acizi alimentari si a potentialului
biochimic al esterilor corespunzatori.

Multumiri: Aceastd lucrare a fost realizatd in cadrul subprogramului
de cercetare 010603 ,ldentificarea proceselor tehnologice de epurare,
formarea calitatii si cantitatii apei si cercetdri avansate in chimie
computationald si ecologica”.
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