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INTRODUCERE

Paramagnetismul este o proprietate a materialelor care au momente magnetice proprii si
care in lipsa unui cdmp magnetic extern sunt orientate aleator $i nu se manifestd la nivel
macroscopic. Insd sub influenta unui cAmp magnetic exterior, aceste momente elementare se
orienteaza in directia campului si ca urmare nivelele energetice proprii se despica (efect Zeeman).

Aceasta tehnica este capabild sa furnizeze detalii de structurd moleculara inaccesibile altor
metode analitice. Aceasta se datoreaza faptului ca momentul magnetic de spin al electronului
neimperecheat este foarte sensibil la cAmpurile magnetice locale din interiorul probei. Campuri
magnetice locale, de obicei provin de la momentele magnetice nucleare ale variatiilor
momentelor magnetice ale unor centri care pot fi prezenti in vecinatati si pot furniza o serie de
informatii interpretabile asupra structurii §i dinamicii unui sistem atomic sau molecular.

Posibilitatea detectarii unor cantitdti extrem de mici de centri paramagnetici, face ca
tehnica RES sa fie extrem de utila in studiul radicalilor liberi in chimie, ionilor paramagnetici in
chimia fizica, diferitelor efecte biochimice si biofizice in medicina si fiziologie.

In lucrarea de fatd s-a incercat extinderea aplicatiilor tehniciilor RES si a unor metode
specifice in studiul caracterizarii unor alimente vegetale (capsuni, tomate si ardei) si a unor
compusi de interes famaceutic, plecand de la trei deziderate de cercetare care pot fi abordate prin
aceastd metoda spectroscopica;

e detectia si caracterizarea centrilor paramagnetici ai microelementelor prezenti in alimente
vegetale si1 extrase farmaceutice

e caracterizarea activitdfiilor antioxidante corelat cu capacitatea acestora de reducere a
radicalilor liberi

e studiul efectelor radiatiei gamma asupra unor produse de naturd alimentard sau a unor
compusi farmaceutici.

Lucrarea este structuratd pe patru capitole, in incercarea de a aborda unele aplicatii ale
spectroscopie RES in aceste directii de cercetare.

In Capitolul 1, sunt prezentate elemente fundamentale ale spectroscopiei RES plecand de
la bazele fizice ale fenomenului de rezonanta electronica si a modului de interpretare teoretica a
acestuia. Sunt prezentate deasemeni unele elemente de tehnicd spectroscopicd in studiile de

detectie si caracterizare a sistemelor paramagnetice. Sunt reliefate principalele elemente tehnice



si metodologice specifice aplicarii spectroscopiei RES in studiul radicalilor liberi din sistemele
biofarmaceutice.

Capitolul 2 al lucrarii este consacrat prezentdrii si caracterizarii radicalilor liberi §i a
antioxidantilor si a tehnicilor specifice de studiu a acestora, prin Rezonanta Electronica de Spin
folosind capcanele de spin si radicalii nitroxidici. Radicalii liberi pot fi detectati direct, datorita
capacitatii lor scazute de recombinare iar in cazul radicalilor liberi din sisteme din faza gazoasa
sau lichida, detectia se face prin metode indirecte, datoritda timpului de viatd foarte scurt (de
ordinul microsecundelor) al acestora. Despicarea hiperfina din spectrul RES al spin aductului,
ofera informatii calitative si cantitative asupra radicalului initial captat. Prin utilizarea radicalilor
nitroxidici si a altor radicali stabili, este posibild analiza diferitelor sisteme, oferind informatii
valoroase in studiul sistemelor ordonate, studiul dinamicii moleculare in sisteme amorfe si
sisteme biologice, studiul fenomenelor de interfata in sistemele coloid sau analiza caracterului
antioxidant al unor alimente vegetale, extrase farmaceutice, vitamine, minerale si alti compusi
fotochimici.

In Capitolul 3, al tezei sunt prezentate rezultatele experimentale ale aplicarii
spectroscopiei RES in caracterizarea unor alimente vegetale cultivate in mediu organic si In sera.
Sunt analizate fructele de capsuni, tomate si ardei gras. Au fost reliefate principale aspecte ale
spectrelor RES ale probelor liofilizate si au fost identificate elementele care pot constitui
amprente ale celor doua moduri de cultivare si anume schimbarile in componente principale ale
centrilor paramagnetici, adica fier, mangan si radicali liberi nativ-semiquinone. Deasemeni sunt
prezentate evaluari ale activitatii antioxidante ale sucurilor proaspete ale acestor probe de
alimente vegetale.

Capitolul 4 prezinta rezultate ale aplicarii spectroscopiei RES in studiul unor compusi de
interes biomedical. Acest capitol are doud componente si anume (i) studiul activitatii antioxidante
a extractelor de trei plante medicinale cunoscute ca avand potential terapeutic si anume Hyssopus
officinalis, Ocimum basilicum i Teucrium chamaedrys si (i1) studiul efectele radiatiei gamma
asupra medicamentelor Purinetol, Atenolol si Pindolol, cu scopul determindrii $i cuantificarii
efectelor induse de radiatie in structura acestora.

In finalul tezei sunt prezentate Concluziile studiilor experimentale cuprinse in aceastd

lucrare privitoare la unele aplicatii ale spectroscopiei RES 1n analiza probelor.



1. PRINCIPII ALE SPECTROSCOPIEI DE REZONANTA ELECTRONICA
DE SPIN (RES)

1.1. Aspecte generale ale spectroscopiei RES
Tehnica spectroscopica RES are la baza tranzitiile induse intre nivelele Zeeman ale unui
sistem paramagnetic aflat Intr-un camp magnetic static. Gradul de despicare si natura tranzitiilor

induse, sunt dependente de structura sistemului paramagnetic si de valoarea campului magnetic
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Fig. 1.1. Reprezentarea schematicad a despicarii nivelelor energetice in camp magnetic.

1.2. Hamiltonianul de Spin

Spectrele RES pot reflecta diferite interactiuni magnetice, insa toate acestea provin de fapt
din interactiuni intre perechi de magneti de trei tipuri: spini electronici, spini nucleari i magneti
de laborator. Astfel, in moleculd, electronul, caracterizat de un moment magnetic, nu este izolat,
el aflandu-se Intr-un mediu ce contine sarcini $i momente magnetice ce produc campuri electrice
si magnetice Tn jurul sdu. Interactiunea electronului cu aceste campuri este descrisda de
Hamiltonianul de spin efectiv.

1.2.1. Interactiunea Zeeman

Metoda RES consta in studiul tranzitiilor induse intre doua subnivele Zeeman vecine, sub
actiunea unui camp de microunde cu o anumitd frecventd numitd frecventd de rezonantd [8].
Diferenta de energie in spectroscopia RES este datoratd interactiunii electronilor neimperecheati
din probe cu campul magnetic, efect denumit efect Zeeman.

Spectrul de absorbtie masurat la conditia de rezonantd este schematic reprezentat in partea

de jos a figurii.
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Fig. 1.2.1. Nivelele energetice si absorbtia de rezonanta
RES pentru interactia Zeeman a unui electron (S = 1/2)

1.2.2. Interactiunea Zeeman electronica

Cea mai simpla formd a hamiltonianului de spin este pentru un singur electron cu g
izotrop.Hamiltonianul poartd numele de hamiltonian Zeeman electronic, acest termen descriind
interactiunea spinului electronic cu cAmpul magnetic aplicat. In sisteme chimice reale, electronul
este insa asociat cu cel pufin un atom astfel ca hamiltonianul va avea o forma mai complexa.

1.2.3. Interactiunea Zeeman nucleara

Asa cum momentul cinetic de spin electronic interactioneaza cu campul magnetic aplicat,
momentul cinetic de spin nuclear I va interactiona cu campul magnetic aplicat [11], aducand

hamiltonianului de spin la forma:
fizn="8n "y Byl (1.23.1)

in care g, si n, reprezintd factorul g nuclear respectiv magnetonul Bohr nuclear. Factorul g,
poate avea atat valori pozitive (proton) ct si valori negative, cum este in cazul '’N. Magnetonul
Bohr nuclear poate fi neglijat in cadrul spectroscopiei RES deoarece are o valoare mult mai mica

decat valoarea magnetonului Bohr electronic.

1.2.4. Interactiunea hiperfina

Interactiunea dintre momentul magnetic de spin §i un moment magnetic nuclear al unui
nucleu vecin, se numeste interactiune hiperfina [12, 13].

Partea izotropica a interactiunii hiperfine, poate fi extrasa direct din spectrele RES 1n faza
lichida, oferind informatii asupra distributiei densitatii de spin a spinului electronic. Partea

anizotropica contine informatii despre distanta dintre spinii electronic si nuclear precum si
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orientarea acestora fatd de cAmpul magnetic aplicat. Aceasta interactiune poate fi uneori mediata
in lichide, in timp ce in solide se determinad din analiza spectrelor experimentale. Asemeni
factorului g, in solutii, factorul A contine informatii legate de polaritatea si proticitatea
micromediului din vecinatate.

1.2.5. Interactiunea superhiperfina

Interactiunea superhiperfind sau hiperfind de ligand se datoreaza interactiunii dintre
momentul magnetic de spin si un moment magnetic nuclear al unui nucleu vecin (I;) sau a
influentei mai multe seturi de nuclee echivalente (2nl; + 1).

Ca urmare, a acestei interactiuni apar despicari suplimentare in spectrul RES si care sunt
utile In obtinerea de informatii asupra covalentei sistemului molecular.

1.2.6. Interactiunea electronica spin-spin

Considerand un sistem cu doi sau mai multi electroni, Hamiltonianului de spin i se mai
adaugd un termen care caracterizeaza interactiunile electronice spin-spin. Interactiunile intre
sisteme de spin diferite pot fi de doua tipuri:

- interactiuni dipol-dipol care sunt semnificative doar la distante mari fiind interactiuni
relativ slabe, acestea sunt caracterizate de tensorul de cuplaj dipolar D

- interactiuni de schimb care apar la distante mici, de ordinul legaturilor interatomice,
fiind interactiuni mai intense cu cateva ordine de marime decat cele dipolare si sunt caracterizate
de tensorul de cuplaj de schimb J

Interactiunea dipolara determind despicari suplimentare chiar si in absenfa unui camp
magnetic extern, numindu-se §i interacfiune in camp nul, sau interactiune find. Hamiltonianul
interactiunii, pentru sistem de spini puternic cuplati.

1.3. Fenomenele de saturatie si relaxare

La echilibru termic, probabilitatea de a induce o tranzitie este proportionald cu populatia
starilor (distributie Boltzmann).

Populatiile celor doua nivele de energie sunt aproape egale, dar un usor exces pentru
nivelul inferior ceea ce duce la absorbtia de energie. Pentru a mentine un exces de populatie la
nivelul inferior, electronii de la nivelul superior pierd o cuanta de energie hv pentru a reveni la
nivelul inferior (se satisface legea Maxwell-Boltzmann). Aplicand o radiatie de microunde are loc
o absorbtie de energie iar probabilitatile de tranzitie pentru absorbtie si emisie stimulatd sunt

egale, atunci populatiile isi vor modifica valorile de echilibru.



Forma liniilor din spectrele RES, furnizeazd o serie de informatii cu privire la viteza
proceselor analizate. Astfel, largimea liniilor spectrale se datoreaza scaderii componentei
vectorului magnetizare in plan perpendicular. Aceste mecanisme de disipare a energiei, reflecta
faptul ca, spinii nucleari nu sunt in echilibru termic cu mediul, iar revenirea la starea de echilibru
are loc printr-un proces de relaxare intr-un anumit interval de timp.

1.3.1. Fenomenul de saturatie

Fenomenul de saturare are loc atunci cand excitarea starilor de catre puterea campului de
microunde este mai rapida decat viteza de relaxare.
ry m=+ % "4
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La echilibru termic, probabilitatile de tranzitie pentru absorbtie si emisie stimulatd (P)

sunt egale (coef. Einstein).

Amplitudinea semnalului functie de puterea de microunde, va depinde tipul de proces de

relaxare, cum este prezentat in Figura 1.3.1.1.
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Fig. 1.3.1.1. Dependenta amplitudinii semnalului RES de natura proceselor de relaxare
Determinarea efectului de saturatie cu cresterea puterii de microunde, ofera informatii
asupra proprietatilor de relaxare a sistemului. Daca campul magnetic de microunde are o
amplitudine suficient de mare si este la frecventa de rezonantd, cele doud nivele energetice au
populatii aproximativ egale si absorbtia de microunde scade aproape la zero, fiind indeplinita asa

numita conditie de saturatie (Figura 1.3.1.2).
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Fig. 1.3.1.2. Amplitudinii semnalului RES in procesul de saturare

1.3.2. Relaxarea spin — retea

Relaxarea spin-retea este produsa de fluctuatiile cAmpului magnetic local datorate miscarii
moleculelor. In acest proces excesul de energie este transmis moleculelor inconjuritoare sub
forma de caldurd datoritd miscarii moleculare in cazul lichidelor si gazelor si al vibratiilor
atomilor in retelele solide. Aceste fluctuatii pot stimula schimbarea popularii starilor catre
echilibru, astfel incat magnetizarea din planul perpendicular revine la valoarea de echilibru M,
dupd un timp T; , numit timp de relaxare spin-retea. Acest proces implicd interactiunea dintre
sistemul de spini si moleculele din jur (energia este disipatd in retea ca energie de vibratie, rotatie

sau translatie) si este caracterizata de un timp de relaxare T1.

Magnetizarea

Fig. 1.3.2.1 Curba de relaxare spin-retea

Dupa cum se vede in Fig. 1.3.2.1, o valoare mare a timpului de relaxare conduce la o
largire a benzilor de absorbtie, in timp ce unul prea scurt conduce la scaderea in intensitate a

benzilor de absorbtie.

1.3.3. Relaxarea spin — spin

Procesul de relaxare spin-spin este determinat de distributia spinilor din planul
perpendicular, in cazul cand acestia proceseaza cu viteze diferite. Datorita scaderii magnetizarii
in intervalul de timp T,, linia spectrald se largeste, largimea la semiindltime va fi: Av=1/T,

(masura a vitezei procesului) asa cum este reprezentat in Figura. 1.3.3.1.
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Fig. 1.3.3.1 Curba de relaxare spin-spin

t

Relaxarea spin-spin (sau transversald) consta in repartizarea energiei intre nucleele vecine
ca urmare a interactiei spin-spin si este caracteristica solidelor, fiind aproape neglijabila in cazul
lichidelor, datorita miscari termice a moleculelor.

1.4. Tehnica experimentala RES

O reprezentare generald a unui spectrometru RES cu principalele componente, este

prezentata in Figura 1.4.1.

Klistron Detector

Cavitatea
probel —H Detector

de faza

Electromagnet |
Modulator

Fig. 1.4.1. Schema generald a unui spectrometru RES
Functionarea spectrometrului se bazeaza pe inregistrarea intr-un camp magnetic static al
polarizarii induse de o proba electromagnetica in cAmp de microunde datoritd tranzitiilor cuantice
intre nivelele Zeeman ale particulelor paramagnetice. Astfel, un spectrometrul RES se compune
dintr-un electromagnet capabil sd creeze un camp magnetic static B, un generator de microunde,
un detector, o cavitate de microunde §i un sistem computerizat pentru inregistrarea si observarea
fenomenului de rezonanta. Toate aceste elemente se gasesc cuplate prin intermediul probei de

studiat care se afld sub actiunea campului magnetic static si al cAmpului de microunde.
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2. METODE RES iN STUDIUL RADICALILOR LIBERI SI A

ANTIOXIDANTILOR
2.1. Radicalii liberi
Radicalii (denumiti si radicali liberi) sunt specii chimice (atom, molecula sau ion) care
poseda un electron neimperecheat in stratul exterior al invelisului electronic, motiv pentru care
sunt foarte reactivi chimic determinand instabilitatea atomului/moleculei care 1i contin.

Molecula instabila

Un electron lipsa genereaza ila 3 s
un radical liber, foarte reactiv Molecula stabila (Radical liber)
nucleu
ek L
obitali_y ":\\\ :
AT N @ 0 < @
Electroni / \ Ji J
N j{o i electron ™ '
&/ sl - ¢
X /
Nucleu \\7»_/ L]

Radicalii liberi apar in anumite sisteme biologice sau chimice, in reactii de oxido-reducere
in care au loc modificari structurale mari, in urma carora substanta respectiva isi schimba adesea
functia biologica (devine mai hidrosolubila sau intervine in alt lant de reactii metabolice).

2.1.1. Clasificarea si caracterizarea generala a radicalilor liberi

Clasificarea radicalilor se poate face dupa diverse criterii: timpul de viatd si natura
elementului care contine electronul neimperecheat, dupa tipul de simetrie orbitala a radicalului
sau dupa natura acestora. O astfel de clasificare care sd includa marea majoritatea radicalilor ar fi
urmatoarea [1]:

A. Dupa timpul de viata:

- radicali stabili;
- radicali persistent;
- radicali tranzienti.
B. Dupa natura radicalului:
- radicali ai oxigenului;
- radicali ai azotului;
- compusi aromatici;
- compusi de tip chinonic i semichinonic;
- acizi nucleici;

- radicalul tiol.
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2.1.2. Generarea radicalilor liberi

Generarea radicalilor liberi in sisteme biologice are loc ca urmare a actiunii unor factori
interni si externi si pe care mecanismele naturale ale entititii biologice nu le pot controla. In
esentd, acestia sunt produsi de actiunea a doud categorii de factori si anume factori interni si

factori externi. O reprezentare schematica este prezenta in schema de mai jos [2]:

Formarea redicalilor liberi

..‘ Rdiatia
‘ ionizanta Fumatul

@’ ; L

Metabolism &
ou'0 g @' &
s

\ Deteriorarea

X X ADN
@ @9 SN 9

0" =y 02 — O OH* )

Inflamatia ”’ Oy + v

@D 0

1@ 0, Poluarea
g aerului
(4 I o
factori externi

2.1.3. Mecanisme principale de formare a radicalilor liberi

-

i-

Existd o serie de procese mai mult sau mai putin complexe prin care se pot genera radicali
liberi. Astfel, radicalul liber se formeaza usor atunci cand o legatura covalentd este rupta si un
electron rimane cu fiecare atom nou format, proces numit scindarea legiturii. in functie de tipul
legaturilor covalente (nepolare sau polare) din reactanti dar si de natura substratului si conditiile
de reactie (mediu polar sau nepolar, stare gazoasa sau solutie, temperaturd, lumind) legaturile din
reactant se pot scinda homolitic sau heterolitic.

Principalele procese de generare a radicalilor in sistemele organice si anorganice, pot fi
rezumate n:

e homoliza;
e fotoliza si radioliza;
e reactiile enzimatice;

e metabolizarea.
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Homoliza

Prin scindarea homolitica a unei legaturi covalente, o molecula este fragmentata in doua,

fiecare fragment pastrand unul dintre electronii pereche.

\ Q homoliza \ /

4 o

Scindarea homolitica apare mai putin frecvent in sistemele biologice, deoarece necesita o

cantitate mare de energie, sursa fiind fie lumina ultravioleta, fie caldura sau radiatiile ionizante.

Fotoliza si radioliza

Procesul de fotoliza §i radioliza este caracterizat de scindarea uneia sau mai multor

legdturi covalente ca urmare a absorbtiei radiatiei electromagnetice si formare de specii reactive

(radicali liberi):

S
&6+ v —> sﬁ\"\ — s&)‘f\
hv

e - @ e
[Fotoliza 1 K Autooxidare ||
o, RH

R — R* —R+—— RO0+» —— ROOH —* RO-+0H
+

I k-

Enzimele sunt catalizatori organici produsi de celula vie actionand asupra

Reactiile enzimatice

anumitor

substante numite substraturi. In marea lor majoritate, enzimele catalizeaza reactia unei substante

organice cu un compus anorganic liber sau cedat de alt compus organic (apa, acid fosforic,

hidrogen, oxigen, etc.). Reactiile enzimatice din organism dau nagstere la radicali liberi

intermediari care reactioneaza intre ei sau cu alte substante formand compusi stabili.

Metabolizarea

Metabolismul reprezintd totalitatea transformarilor biochimice si energetice ce au loc in

tesuturile organismelor vii. Radicalii liberi apar in cele mai multe celule ale organismului ca un

produs secundar al metabolismului, desii unele tipuri de celule fabrica cantitati mai mari pentru

scopuri specifice. Compusii chimici ,,straini” aflafi Tn organism, numiti xenobiotice, sunt

metabolizati prin intermediul enzimelor xenobiotice cu sediul in microzomi.
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2.2. Antioxidantii

Concomitent cu cresterea interesului in studiul radicalilor liberi, s-a dezvoltat si o serie de
cercetari privitoare la modalitatile de contracarare a unor efecte nedorite ale acestora si in special
a oxidarii moleculare. Reactia de oxidare implicd transferul de electroni sau protoni de la o
substantd catre un agent oxidant si ca urmare se formeaza radicali liberi. Procesul invers poarta
numele de reducere si ca urmare este proces chimic in care un atom accepta electroni.

Compusii moleculari care inhiba oxidarea moleculelor sunt numiti antioxidanti si
contribuie decisiv la diminuarea sau combaterea unor efecte ale radicalilor liberi. In sistemele
biologice, principalele enzime implicate in neutralizarea radicalilor liberi sunt superoxid
dismutaza (SOD), metionin-reductaza si glutation - reductaza. [2].

Efectele antioxidantilor se stiu din vechime, dieta mediteraneana de fructe proaspete si
legume, vinuri bune, peste si ulei de masline — mono- nesaturate a fost asociatd cu sandtatea
umana si bunastarea.

2.3. Metode specifice ale spectroscopiei RES in studiul radicalilor liberi si a
antioxidantilor
functie de mobilitatea acestora si de faza sistemului in care sunt generati si anume detectia directa
si detectia indirecta.

2.3.1. Metoda marcherilor de spin (,,spin label”)

O categorie importanta a moleculelor cu caracteristici magnetice deosebite atat sub aspect
stiintific, cat §i practic, o reprezinta radicalii nitroxidici stabili sau markerii de spin (spin labels).
Sintetizati pentru prima data acum aproximativ 40 de ani, radicalii nitroxidici au in prezent un rol
esential ca probe de spin in studiul sistemelor biologice, precursori in obtinerea unor materiale
magnetice organice, indicatori de control in reactii de polimerizare si Tn oximetrie, agenti de
contrast Tn tomografie si chiar ca substante terapeutice.

Radicalii nitroxidici sunt substante cu o reactivitate chimica relativ mare, participand intr-
o multitudine de reactii ca substrat.

Faptul ca in cazul radicalilor nitroxidici, electronul neimperecheat este localizat pe
nucleul de azot (I=1), Tn camp magnetic apare o structurd spectrala formata din trei linii (Fig.

2.3.1.2.).
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Fig. 2.3.1.2. Structura hiperfina radicalului nitroxidic
Analiza spectrelor RES a radicalilor nitroxidici este corelata cu trei aspecte importante in
utilizarea acestora si anume:
e studiul sistemelor ordonate unde existd variatii ale parametrilor magnetici si In forma
spectrelor, care este direct legatad de caracteristici ale acestor sisteme,
e studiul dinamicii moleculare in sisteme amorfe sau cu diferite grade de neomogenitate
( sisteme biologice - membrane celulare, sisteme proteice, etc.).
e analiza vitezei de reducere a radicalilor nitroxidici si transformarea in specii diamagnetice
(studiul activitatii antioxidante).
2.3.2. Metoda capcanelor de spin (,,spin traps”)
Metoda capcanelor de spin este tehnica spectroscopica specificd in care un radical liber
este captat, dupa ce reactioneazd cu un compus diamagnetic cu dubla legatura (capcana de spin).
Se formeaza astfel un radical intermediar de tip nitroxidic (spin aduct ) care poate fi detectat si

caracterizat prin spectroscopie RES.

R/ \ . R/
- SR R _— S _Aeen R

e
|
o o

capcana de spin spin aduct nitroxidic

Figura 2.3.2.1 Formarea spin aductilor

Captarea spinului este un experiment de cinetica, cu intensitatea semnalului RES
reflectatd in concentratia starii stabile a spin aductului la momentul inregistrarii spectrului. Din
aceastd cauza cantitatea de capcand de spin necesard obtinerii unei concentratii optime a spin
aductului va fi strans legatd de ratele de formare si recombinare a radicalilor liberi in reactiile

sistemului studiat.
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Figura 2.3.2.2. Tehnica formarii spin aductului

Metoda capcanelor de spin poate fi folosita pentru determinarea eficientei diferitelor tipuri

de antioxidanti fatd de diferite tipuri de radicali liberi, sau pentru detectarea acestor radicali liberi

in anumite conditii experimentale.

De exemplu in Figura 2.3.2.3. este prezent procesul de formare a spin aductului si a

spectrului RES pentru sistemul DMPO/OHe

HO H g = 2,0060
H N
1
o\_‘

a" = 15 gauss aN =15 gauss

Figura 2.3.2.3. Formare a spin aductului §i a spectrului RES pentru sistemul DMPO/OH*

Ca agenti captatori de radicali liberi (capcane de spin) sunt folosite nitronele si

nitrosoderivatii.

O schema a reprezentdrii integralei duble a semnalului RES in functie de timp, este

prezentata in Figura 2.3.2.4.

18



250

Integraia il

200

——e 1
150 1 potential

antioxidant capacitate

100 antioxidanta

Integral= |
[=pectrul de sbsorbtia]

50

Spectrul RES

Integrala dubla semnalului RES (u.a.)

<
/I /l Timp de intarziere
0 :
0 50 100 150 200 250
3230 3300 3310 3320 3390 3340 3350 3360 . .
Camp Magnetic (63 Timp {min)

Figura 2.3.2.4 schema a reprezentarii integralei duble a semnalului RES
Tehnica RES de determinare a activitatii antioxidante consta in generarea de radicali OHe

prin reactie Fenton (Fe**/ H,0,) si inserarea acestei solutii in proba de studiat in care s-a introdus
o capcana de spin. Prin inregistrarea spectrelor RES la anumite intervale de timp se evalueaza
timpul de intdrziere care este durata dupa care activitatea antioxidanta a extractului este epuizata.
Astfel, caracteristicile antioxidante ale probelor pot fi efectiv monitorizate prin eliminarea
radicalilor liberi inserati in proba de studiu. Aceasta implica caracterizarea cineticii activitatii

antioxidante.
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3. ANALIZA CALITATII UNOR ALIMENTE VEGETALE PRIN
SPECTROSCOPIE RES

3.1. Caracteristici calitative ale alimentelor si metode de analiza

In general prin calitatea alimentelor definim ca fiind o entitate de mare complexitate, care
inglobeaza caracteristici senzoriale, fizico—chimice, biochimice, microbiologice si toxicologice.

Aceasta se datoreaza faptului ca alimentul, prin calitatea sa, are implicatii profunde asupra
vietii reprezentand un factor esential al proceselor metabolice si echilibrului organismului.

Metodele spectroscopice,(Spectroscopia de absorbtie atomicd(AA), Spectroscopia de
emisie opticad in plasma cuplata inductiv (ICP-OES), Spectrometria de emisie in plasma cuplata
cu spectrometria masa(ICP-MS), Fluorescenta de raze X, Spectroscopia in ultraviolet si vizibil
(UV-VIS), Spectroscopia IR (MIR si NIR), Spectroscopia Raman, Spectroscopia RMN,
Spectroscopia RES, Spectrometria de masa, Spectrometria de masa cuplata cu cromatografia de
gaz (GC-MS) sau lichide (LC-MS), Dicroism circular (DC)) au devenit de un foarte mare interes in
evaluarea calitatii produselor agricole, in special a produselor alimentare [1]. Aceste metode sunt
foarte importante pentru analiza componentelor alimentare, deoarece acestea necesitd cantitati
minime, nu impun conditii speciale de pregatire a probelor si oferd o analiza rapida si permit mai
multe teste pe o singurd proba. Diferite metode de cercetare pot evidentia trasaturi caracteristice
si permit evaluarea calitativa si cantitativa a parametrilor specifici [2, 3].

3.2. Studiul prin Specroscopie de Rezonanta Electronica de Spin (RES) a unor
alimente

3.2.1 Elemente de baza si specifice aplicatiei spectroscopiei RES

Rezonanta Electronicd de Spin (RES) avand la baza absorbtia radiatiei electromagnetice
din domeniul microundelor de catre sistemele moleculare paramagnetice situate intr-un camp
magnetic static omogen, permite studiul sistemelor paramagnetice i ca urmare poate pune in
evidenta unele caracteristici ale centrilor paramagnetici situati in diferite matrice.

Studiul centrilor paramagnetici ai microelementelor

In cea mai mare majoritate a cercetirilor, studiul centrilor paramagnetici ai
microelementelor prezenti in alimente este facuta prin liofilizarea probei si Inregistrarea directa a
spectrului RES, urmata de interpretarile legate de tipul si caracteristicile probei.

In cazul produselor vegetale, prezenta sau absenta centrilor paramagnetici persistenti (ioni

paramagnetici de fier, mangan sau radicali semichinonici) reflectd un anumit tip de cultivare a
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produsului alimentar. Astfel o rezolvare a domeniului spectral atribuit manganului reflectd o
mobilitate maritd a ionului de mangan (foarte putin legat n mediul proteic) in timp ce o rezolvare
slaba arata o interactiune si o stabilizare in centrele proteice [4].

Studiul activitatii antioxidante ale alimentelor sau a extraselor alimentare proaspete
sau fermentate

Metoda utilizatd in cercetarile de evaluare a caracterului antioxidant al produselor de
consum alimentare, este cea a radicalilor persistenti de tip radicali nitroxidici si DPPH-ul (2,2-
diphenyl- 1- picrylhydrazyl) ca si agenti paramagnetici.

Radicalii nitroxidici sunt stabili fatd de oxidare, dar ei pot fi usor redusi la hidroxilaminele
corespunzatoare [5]. Potentialul redox standard al derivatilor nitroxidici din piperidina (Eo = 0.2
eV) este destul de mare pentru a oxida compusii biologici cum ar fi polifenolii, acidul ascorbic,
semiquinonele si radicalii superoxizi.

Aceastd metoda constd in monitorizarea reducerii radicalului nitroxidic de catre compusii
antioxidanti din probele studiate. Astfel, se constatd cd numarul speciilor paramagnetice inserate
in proba dispare in timp cu diferite rate de scadere si acest fapt este corelat cu conginutul de
compusi antioxidanti din probele studiate si implicit cu caracteristicile antioxidante.

Efecte ale sterilizarii prin iradierea unor produse alimentare sau a unor condimente
alimentare.

Iradierea alimentelor este tratamentul de expunere a alimentelor la radiatii ionizante,
pentru distrugerea bacteriile daunatoare i a altor organisme si a prelungi durata de viata a lor,
avand un efect benefic asupra calitdfii s1 a sigurantei. Iradierea diferitelor produse alimentare,
inclusiv a condimentelor, cu diferite doze de radiatii v, a fost folositd pentru multi ani in vederea
dezinsectiei si a decontaminarii microbiene, cu scopul pastrarii calitatii alimentelor pe o perioada
mai indelungata.

De asemenea, metoda rezonantei electronice de spin (RES) reuseste sa puna in evidenta o
serie de proprietati intime legate de structura electronica a defectului paramagnetic format in
reteaua solidului iradiat. Fiind o metoda sensibild pentru detectia radicalilor liberi ea poate fi
folosita si pentru studiul mecanismului de radioliza sau detectare a medicamentelor si alimentelor

iradiate [6, 7].

22



3.2.2 Caracterizarea unor alimente vegetale cultivate in mediu organic si in sera prin
spectroscopiei RES

3.2.2.1. Conditii de sol in cultivarea unor produse alimentare

Cercetari stiintifice privind calitatea produselor alimentare si extracte nutritive sunt tinte
de importantd majora, atat din punct de vedere comercial si al impactul acestora asupra sanatatii
umane [8,9].

Una dintre cele mai frecvente intrebari despre fructe si legume de pe piata, este de a
deosebi cele cultivate in serd de cele cultivate in conditii naturale (organic) [10].

Cele mai multe fructe si legume cultivate in sera sunt cultivate in sol modificat cu
compost si ingrasdminte organice. Dar aceste soluri modificate nu contin intreaga gama de
elemente si substante esentiale [11].

3.2.2.2. Caracterizarea fructelor de capsuni

In lucrarea de fati s-a incercat s giseasca elemente specifice de naturd si discearna intre
fructele pentru a doua tipuri de capsuni, si anume cultivate in sera si in conditii naturale (organic),
folosind spectroscopia RES [4] .

Spectrele RES de cdpsuni liofilizate au fost inregistrate la temperatura camerei si sunt

prezentate 1n Figura 3.2.2.1.

T Mn(h
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Fe(lll)
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! 1 1 !
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500

Magnetic Field (G)

Figura 3.2.2.1 Spectrele RES ale fructelor de capsuni liofilizate

Principalele caracteristici ale spectrelor RES sunt date de prezenta semnalului caracteristic
radicalului liber centrat pe g = 2.004 si a centrilor paramagnetici de Mn”* si Fe’* cu diferite
intensitati ale semnalului si cu anumite grade de rezolvare a liniilor de sextet pentru Mn**

Astfel, in cazul de capsunilor cultivati in serd, caracteristica semnalului Fe** este foarte
slaba, aratand o prezentd mica de fier in stare paramagnetica. Acest lucru poate fi din cauza
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deficitului de fier din sol si din mediu (pH ridicat, continut redus de materie organica,
temperaturd scazuta a solului) si a faptului ca fierul este absorbit de catre radacinile plantei foarte
putin sub forma de chelati de fier (majoritatea ingragsamintelor aplicate in special in culturile din
sera contin chelati de fier) [12, 13] .

Viteza de reactie dintre compusii antioxidanti (suc proaspat) si ABTS" a fost monitorizata
cu ajutorul semnalului RES normalizata dublu rezidual integrat, care este corelatd cu numarul de
specii paramagnetice 1n timp (fig.3.2.2.2).

Spectrele RES ale probelor studiate arata diferentele interpretabile dintre probele
analizate. Astfel se poate aprecia cd in urma analizei activitdtii antioxidante a extractelor de
capsuni studiate, capacitatea antioxidantd a cdpsunilor cultivate natural (ecologic) este
semnificativ mai mare decat cele cultivate in serd. Acest rezultat este reliefat prin constanta

cinetica de reducere k (Korganic=0.09, Kyerz=0.058).
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Figura 3.2.2.2. Reprezentarea variatiei integralei duble a semnalului RES in timp (activitatea
antioxidanta a capsunilor)
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3.2.2.3. Caracterizarea tomatelor si a ardeilor
Spectrele RES a probelor de tomate sunt prezentate Tn Figura 3.2.2.3.1.
Caracteristicile principale ale spectrelor RES sunt date de prezenta semnalului

caracteristic radicalului liber centrat pe g = 2.004 si a centrilor paramagnetici de Mn** si Fe’* cu

Mn(il)
T

organically

L L i 1 L L L )
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
Magnetic Field (G)

Figura 3.2.2.3.1 Spectrele RES ale probelor de tomate liofilizate

diferite intensitati ale semnalului si cu anumite grade de rezolvare a liniilor de sextet pentru Mn**.

In cazul tomatelor crescute in mediu organic se observ si o suprapunere a unui semnal
slab rezolvat care poate fi atribuit unor urme de ioni de cupru.

Ca si in cazul fructelor de capsuni, pentru tomatele cultivate 1n serd, semnalul caracteristic
Fe’* este foarte slab, aratind o prezentd mica de fier in stare paramagnetici si care poate fi corelat
cu deficitului de fier asimilat de plantd din mediul de cultura.

In spectrele probelor de ardei gras, se observa caracteristici spectrale cu unele diferente
interpretabile. Spectrele sunt prezentate in Figura 3.2.2.3.2.

Rata reactiei dintre compusii antioxidanti din suc si ABTS" a fost monitorizatd prin

Mn(il)

organically

Fe(lll)
greenhouse free radical

\ \ \ . L L L )
1000 1500 2000 2500 3000 3500 4000 4500
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Figura 3.2.2.3.2. Spectrele RES ale probelor de ardei gras liofilizate
urmdrirea semnalului RES. Pentru evaluarea activitatii antioxidante a fost utilizata integrala dubla
a semnalului RES, care este corelatd cu variatia numarului speciilor paramagnetice (ABTS™) in

timp. Rezultatul acestor masuratori este reprezentat in figurile 3.2.2.3.3. 51 3.2.2.3.4.
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Reprezentarea graficd a cineticii de reducere a fost datd de viteza de reactie dintre

compusii antioxidanti (suc proaspat) si ABTS" si a fost monitorizatd cu ajutorul semnalului RES

ally (k=0.11)
ouse (k=0.08.
ntial fit; 1=1,+1, exp(-kt) 1.00 |- = organically (k=0.08)
® greenhouse (k=0.07)
oxponential fit; 1=1,+1, exp(-kt)

o9 |-

o8

0.7 |-

06 |-

0.5

Double integrated EPR signal fa.u)

Double intsgrated EPR signal (a.u)

o4 —

e 2 o 2 @
2 a2 3 3 @
2 2 3 3 28

o 5 10 15 20 25 30
Time (min) o B 10 15 20 25 30
Time (min)
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ardeilor)

Figura 3.2.2.3.3. Reprezentarea variatiei integralei
duble a semnalului RES in timp (activitatea
antioxidanta a tomatelor)

normalizatd dublu rezidual integrat, care este
corelatd cu numarul de specii paramagnetice in timp [14]. Ca si in celelalte situatii cel mai bun
rezultat a fost obtinut prin fitare utilizand functia exponentiala de ordinul intai.

Studiul activitatii antioxidante a sucurilor proaspete aratd ca capacitatea antioxidantd a
produselor alimentare cultivate in mod natural (ecologic) este semnificativ mai mare decat cele

cultivate in sera.

26



Bibliografie selectiva
1. A. Nawrocka and J. Lamorska, Determination of Food Quality by Using Spectroscopic

Methods, in Advances in Agrophysical Research, Ed. Stanislaw Grundas and Andrzej
Stepniewski, ISBN 978-953-51-1184-9, InTech, (2013)

2. M. Hohmann, N. Christoph, H. Wachter, U. Holzgrabe, J. Agric. Food Chem., , 62(33), (2014)
3. A. Tres, G. van der Veer, M.D. Perez-Marin, S.M. van Ruth, A. Garrido-Varo, J Agric Food
Chem, 60(33), 8129] (2012)

4. TIoan Csillag, Grigore Damian, EPR study of the strawberries grown in the greenhouse and
organically, Studia UBB, Seria Chemia (trimisa spre publicare)

5. G. Damian & V. Miclaus, Radicali nitroxidici, Editura Fundatiei pentru Studii Europene EFES,
Cluj-Napoca, (2001)

6. G. Damian, V. Miclaus, Laura Bolojan, 1. Csillag, Detection and characterization of free
radicals in some gamma irradiated drugs and foods by EPR spectroscopy, Proceedings of
thelOth International Symposium on Metal Elements In Environment, Medicine and Biology ,
November 11-12, Publishing House “Eurobit” Timisoara, pp.115-120, ISSN 1583 — 4204, (2010)

7. G. Damian, EPR investigation of y-irradiated anti-emetic drugs, Talanta, 60,923-927, (2003)

8. S.A. El Sohaimy, Functional Foods and Nutraceuticals-Modern Approach to Food Science,
World Applied Sciences Journal 20 (5): 691-708, (2012)

9. Kanti Bhooshan Pandey and Syed Ibrahim Rizvi, Plant polyphenols as dietary antioxidants in
human health and disease, Oxid Med Cell Longev. 2(5): 270-278, (2009)

10. American Chemical Society. "How fto prevent organic food fraud." ScienceDaily,
www.sciencedaily.com/releases/2014/08/140827111944 .htm, (2014)

11. Torun, A.A., S. Serce, Y.A. Kacar, N. Erdem, H. Erdem. B. Bicen, I Tolay, Screening of wild

strawberry genotypes against iron deficiency under greenhouse conditions. Notulae Not. Bot. Horti.
Agrobo. 41: 560-566, (2013)

12. .M. Stewart, Dibb, D.W.; Johnston, A.E.; Smyth, T.J. "The Contribution of Commercial Fertilizer
Nutrients to Food Production”.Agronomy Journal 97: 1-6.doi:10.2134/agronj2005.0001 (2005)

13. Ying Yi and Mary Lou Guerinot, Genetic evidence that induction of root Fe(Ill) chelate
reductase activity is necessary for iron uptake under iron deficiency. The Plant Journal Volume
10, Issue 5, pages 835844, (1996)

14. Grigore Damian, Biofizica radicalilor liberi §i a antioxidantilor, note de curs,

http://www.phys.ubbcluj.ro/~grigore.damian/lectures.html

27


http://www.intechopen.com/books/editor/advances-in-agrophysical-research
http://www.intechopen.com/books/editor/advances-in-agrophysical-research
http://www.sciencedaily.com/releases/2014/08/140827111944.htm
http://www.phys.ubbcluj.ro/~grigore.damian/lectures.html

4. STUDIUL RES AL UNOR COMPUSI DE INTERES FARMACEUTIC

4.1. Aspecte generale privind aplicarea spectroscopiei RES in studiul compusilor de interes
farmaceutic

Sub titulatura de compusi biofarmaceutici, sunt incluse acele substante naturale, extracte
vegetale sau substante sintetizate, care prezintd activitate biologicd asupra organismelor, doar
daca organismul dispune de aceste substante, in doze optime. O parte din acesti compusii se
fabrica chiar in organism, 1n timp ce, de cealalta parte, organismul poate beneficia doar din afara,
ajungand in corp din hrand, din lichidele ingerate sau prin administrare.

4.2. Studiul activitatii antioxidante ale unor extracte din plante farmaceutice

Concomitent cu cercetarile asupra radicalilor liberi s-au intensificat si studiile asupra
antioxidantilor naturali datoritd capacitatii acestora din urma de a proteja organismele si celule de
la daune cauzate de stresul oxidativ. In ultimii ani atentia cercetitorilor a fost axati pe produsele
antioxidante obtinute din diferitele plante, condimente [2-4] si alte materiale biologice care
prezintd un interes considerabil datoritd sigurantei lor si a potentialelor efecte atit nutritive cat si
terapeutice. In general, antioxidanti prezenti in plantele superioare (vasculare), sunt considerati
constituenti cu potentiala valoare terapeutica.

In lucrarea de fatd au fost studiate trei extracte de plante medicinale cunoscute ca avand
potential terapeutic si anume Hyssopus officinalis, Ocimum basilicum si Teucrium chamaedrys.
Studiul asupra acestor extracte a fost unul complex si a fost facut impreund cu un colectiv de la
Facultatea de Farmacie, a Universitatii de Medicina si Farmacie ,,Iuliu Hatieganu” din Cluj-
Napoca, vizand atat caracterul antioxidant cat si cel antimicrobian al acestora [5].

Isopul (Hyssopus officinalis) este o planta erbacee din familia Lamiaceae, folosita atat ca
mirodenie In preparatele culinare cat si in scopuri medicinale. Planta este originard din sudul
Europei, Orientul Mijlociu si pand in apropierea Marii
Caspice. Beneficiile isopului le erau cunoscute vechilor
civilizatii; insusi numele actual al plantei este adaptat dupd un
termen grecesc (hyssopos = ,,plantd sfanta”) care descrie
utilizarea sa — frunzele de isop erau intrebuintate pentru [
curatarea templelor. Ca planta medicinala isopul este utilizat

frecvent in tratarea bronsitelor, astmului si are proprietati

expectorante, antiseptice si cicatrizante.
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Busuiocul (Ocimum basilicum) este o plantd originara din Asia tropicald din genul
Ocimum, familia Lamiaceae. Termenul de busuioc provine ... T
din limba greaca, Pacilevg (basileus) insemnand ,rege”,
despre aceastd plantd spunindu-se ca a crescut pe locul unde W
Imparatii Constantin si Elena au descoperit Sfanta Cruce. De
aceea, busuiocul este perceput si ca o plantd sfanta, astfel ca

preotii ortodocsi si catolici folosesc busuiocul pentru a-1

inmuia in apa sfinita §i a stropi lucrurile si fiintele pentru a g0
le da binecuvantarea.

Dumbetul (Teucrium chamaedrys) este o planta perena care creste in regiunile cu pajisti
sau paduri din Europa, pe coasta Marii Mediterane, atat in nord cat
si in est. Aceasta planta are aspectul unui semiarbust de pana la 40
cm, frunzele sunt verzi cu marginile puternic dintate, iar florile
hermafrodite, tubulare, de culoare roz-violet Dumbetul este

cunoscut si cu numele de jugarel, dumbat sau sclipet, face parte

din familia Lamiaceae.

4.2.1. Prepararea probelor si determinarea continutului de polifenoli

Partile aeriene din perioada de inflorire a plantelor de Isop si Busuioc au fost recoltate din
campurile experimentale ale Universitatii de Stiinte Agricole si Medicind Veterinara din Cluj-
Napoca, iar plantele de Drumbet Teucrium chamaedrys din flora spontand de pe Valea Ariesului
au fost recoltate in luna iulie 2013.

O cantitate de 20 grame din fiecare proba a fost folositd pentru obfinerea unui extras
folosind 200 ml de etanol 70%, timp de 30 min pe o baie de apa aflatd la 60°C. Probele au fost
apoi racite si centrifugate la 4500 rpm timp de 20 min. Pentru analiza continutului de polifenoli
prin alte metode spectroscopice (Folin-Ciociteu, UV-vis si analizdi HPLC) au fost preparate
solutiile stoc ca standarde de referintda din 10 mg de clorogenic, p-cumaric, cafeic, cichoric,
caftaric, ferulic, sinapic, gentisic acizi galic, rutin, quercetin, isoquercitrin, quercitrin, hyperoside,
kaempferol, myricetol, fisetin, patuletin, apigenina, luteolina dizolvate in metanol §i separate in

baloane de 10 ml dupa o procedura descrisa pe larg in [5-7].
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Continutul total de fenoli (Total Phenolic Contents -TPC) din extracte au fost masurate
folosind metoda Folin-Ciocélteu. Metoda Folin-Ciocalteu are la baza oxidarea extractului de
studiat cu ajutorul unui molibdowolframat (Na,WO, / Na,MoOy).

Continutul total de flavonoide a fost determinat si exprimat folosind ca etalon rutinul
(compus fenolic) si folosind metodologia descrisa in Romanian Pharmacopoeia [8].

Continutul de derivafi ai acidului cafeic continuti In probele studiate, a fost determinat
prin metoda spectrofotometrica folosind un regent Arnow (10 g nitrit de sodiu, 10 g molibdat de
sodiu in 100 mL apa distilata).

Rezultatele privind continutul total de polifenoli, flavonoide si derivati ai acidului cafeic
cresc in ordinea

H. officinalis < O. Basilicum <T. chamaedrys

4.2.2. Analiza caracteristicilor antioxidante

Caracteristicile antioxidante ale extractelor etanolice de H. officinalis, O. basilicum si T.
Chamaedrys au fost studiate prin patru tehnici si anume spectrofotometric folosind DPPH, TEAC
(Trolox Equivalent Antioxidant Capacity), testul HAPX (hemoglobin ascorbate peroxidase
activity inhibition assay) si RES (Rezonanta Electronica de Spin).

Inregistrarea spectrelor a fost facuti la temperatura camerei. O reprezentare ilustrativi a
scaderii amplitudinii semnalelor radicalului Tempo la diferite intervale de timp sunt prezentate in

figura 4.2.2.1.

t= 20 min

t= 15 min

t= 10 min

t= 5 min

t= 0 min

L " . " " s s
3330 3340 3350 3360 3370 3380 3390
Magnetic Field [G]

Figura 4.2.2.1. Spectrele RES ale radicalui TEMPO la diferite intervale de timp in
proba de extract H. officinalis
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Comparand ratele cinetice a probelor studiate se poate observa ca H. officinalis (HO) are
cea mai semnificativd activitate antioxidantd (kwo = 0.156) comparabil cu activitatea
antioxidantului de acid galic (kag = 0.16), considerat ca si etalon si fatd de care se pot face
aprecieri. Extractele de O. basilicum (OB) si T. chamaedrys (TC) au o activitate antioxidantd mai

moderatd, constantele cinetice avand valorile kog=0.068, respectiv krc=0.049.
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exponential fit: I(t)=|°0l‘exp(-k0
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Fig. 4.2.2.2. Reprezentarea vitezei de scadere a intensitatii semnalelor RES sub actiunea extractelor de
Teucrium chamaedrys(TC), Ocimum basilicum(OB) si Hyssopus officinalis(HO)

4.3. Studiul efectelor radiatiilor gamma asupra unor medicamente

Purinetholul [1,7-dihydro-6H-purine-6-thione,
SH
CsH4N4SxH,O] sau  6-mercaptopurina, este un agent 2 N
\
antineoplazic care inhibd metabolismul purinic (inhiba k\Nl N>
H

producerea acidului uric). Se administreazd in chimioterapie,  Fig.4.3.1. Structura chimici a
.. Ay A s c . . Purinetolului
pentru tratarea leucemiilor acute, atat in inducerea remisiunilor si
in mod particular, in terapia de intretinere din leucemia limfoblasticd acutd si mielocitara acuta.

Spectrele RES ale pulberilor de purinethol iradiate cu radiatii gama (fig.4.3.2.),
demonstreaza prezenta mai multor specii paramagnetice stabile, concentratia relativa a acestora
depinzand de doza absorbita [9].

Pentru determinarea parametrilor magnetici specifici, spectrul a fost simulat cu programul

POWFIT, plecand de la o coonfiguratie minima de specii paramagnetice (fig. 4.3.3.).

31



Spectrul pare sa apartind in principal radicalului sulfinil RSO format prin oxidarea
radicalului thyl. Anizotropia spectrului este datorata probabil localizarii centrilor radicalici pe
ambele inele aromatice, determinand un aranjament local axial. In plus, ca urmare a simularii, se
constatd cd in afara radicalului thyl, mai existd doud specii paramagnetice. Ambele specii

radicalice par a fi radicali centrati pe oxigen, care interactioneaza cu un proton 3 si un proton vy.

experimental spectrum

--------- simulated spectrum
L L L ) ! " . )
3350 3400 3450 3500 3350 3400 3450 3500
Magnetic Field / G Magnetic Field /G

Figura 4.3.3. Spectrul RES ale Purinetolui iradiat

Figura 4.3.2. Spectrele RES ale Purinetolui iradiat : s
gamma la 20KGy, experimental si simulat

gamma la diferite doze

Concentratia radicalilor creste dupd o functie polinomiald de ordinul 4, astfel ca dupa o

crestere semnificativd la doze absorbite de

9000 -

pana la 15 kGy, apare o variatie mai lenta la

8000

valori ridicate ale dozei de iradiere, pana la ERl

6000 |-

atingerea unei faze de platou (Fig.4.3.3.) care

5000

B experimental data

Double integrated EPR signal (a.u

corespunde saturdrii ~ tuturor  speciilor el Dol momis i 11,41, D41,D°+,0741, "
3000
radicalice. Se pare ca pe durata iradierii 20|
. .. e . . 1000
radicalii se recombind prin procese rapide,
. L. . ; ; 1‘0 1‘5 Z‘O 2‘5
altele decat cele care au loc in absenta radiatiei ASSOISEE daselicy

Fig. 4.3.4. Curba doza raspuns
(dupa radiolizd). Integrala relativa a

intensitatilor spectrelor de absorbtie RES a fost obtinutd prin fitarea parametrilor, datd de
urmatoarea relatie relativa:

I(D)=1,+1,D+1,D* +1,D’ +1,D*
unde I reprezinta valoarea corespunzatoare concentratiei de radicali liberi la o anumita doza, k

este rata cinetica de reactie, iar D doza absorbita.
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Medicamente beta-blocante
Atenololul (alte denumiri: Ablok, Atenalon, Atenol, Atenopress, Ateneo, Plenacor) este o

substanta hidrofila. Aceste se absoarbe mai pufin

L . o . OH
digestiv (50%) si este putin biotransformat la primul H & 0
. . . - - H C\H/N\ 7 \C/
asaj hepatic (~ 0%). Atenololul are absorbtia scidzuta H 2
pasaj hepatic (~ 0%). Atenololul are absorbt t TR N, NH
prin alimente §i antiacide cu aluminiu. Eliminarea CH, o}
Fig.

acestuia se face prin rinichi, avand timpul de 434, Structura chimicd a Atenololului
injumatatire T, = 9 ore. Acesta blocheazd cu o

oarecare selectivitate receptorii beta; (in comparatie cu receptorii beta). Dozele terapeutice,
indeosebi cele mici, actioneaza selectiv asupra inimii, ceea ce reprezintd un avantaj atunci cand
aritmia coincide cu astmul brongic [10].

Pindololul (alte denumiri: Durapindol, Pectobloc, Pindololum, Visken) este un beta-

adrenolitic neselectiv (in functie de afinitatea pentru

receptorii andrenergici), cu efect simpatomimetic H H (l)H3
2 2
evident. Are o absorbtie oralad si biodisponibilitate de H=N O/C\E/C\N/H\CH
I H °
peste 90%. Este nemetabolizat la primul pasaj hepatic. — OH

TR e Fig.4.3.5. Struct himica a Pindololului
Se elimind prin ficat (60%) si prin rinichi (40%), T, 8 ructira chimica @ Fnaototi

=3 — 4 ore. Actiunea sa este prelungita la varstnici si in insuficienta hepatica [10].

Prin iradiere y au fost generati radicali liberi care au fost caracterizati prin spectroscopie
RES [1]. Pentru analiza acestora s-au facut simulari ale spectrelor experimentale plecand de la o
configuratie minima a numarului de specii radicalice. In Figura 4.3.6. sunt prezentate spectrele
experimentale si simulate a probelor studiate de medicamente beta-blocante.

Spectrul RES obtinut pentru proba de Pindolol reprezintd o suma de spectre
corespunzatoare tuturor radicalilor liberi prezenfi simultan in proba, fiind dominat de o linie
centrald largd. Semnalul larg observat este caracteristic pentru radicalii liberi pringi Intr-o matrice
solida [11].

Spectrul RES obtinut pentru proba de Atenolol a fost atribuit suprapunerii spectrelor a doi
radicali. Primul radical consta dintr-un triplet centrat la g = 2.003+0.0005, avand o largime a
liniei AB = 9.8 G, din cauza a doi protoni echivalenti cu constanta de despicare hiperfina a; (H) =
a (H) = 16.3 G. Acest radical s-a presupus a fi In buna concordantd cu cuplajul izotropic, in

general gasit pentru radicalii 7 centrati pe carbon, avand forma R —C H, si fiind produs prin
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deplasarea hidrogenului de la grupul (metil-). Pentru cel de-al doilea radical, electronul
neimperecheat poate fi localizat pe atomul de azot al grupului Imidazolic, conducand la o

despicare hiperfina caracteristica ax = 16 G— 18 G si g=2.009 £ 0.0005

spectrul experimental spectrul experimental

spectrul simulat

spectrul simulat

. . ) . )
3250 3300 3350 3400 3450 3250 3300 3350 3400 3450

(a) (D)

Figura 4.3.6. Spectrele RES aleprobelor iradiaet gamma a) Pindolol, (b) Atenolol
Prin urmare, chiar daca medicamentele studiate fac parte din aceeasi familie terapeutica si
cu structuri chimice destul de similare, In urma iradierii nu prezinta aceleasi tipuri de radicali
liberi. Aceast lucru a fost constatat si de catre alti cercetatori privind alte tipuri de medicamente

din clasa beta-blocantelor.
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CONCLUZII

> Folosind Spectroscopia de Rezonanta Electronica de Spin (RES) s-a putut studia natura si
caracteristicile centrilor paramagnetici ai microelementelor prezenti in unele alimente de natura
vegetala, prin liofilizarea probei si Inregistrarea directa a spectrului RES, urmata de interpretarile
legate de tipul si caracteristicile probei. In urma studiului fructelor de cipsuni, tomate si ardei
gras s-a ardtat ca:

e prezenta sau absenta centrilor paramagnetici persistenti (ioni paramagnetici de fier,
mangan sau radicali semichinonici) reflecta un anumit tip de cultivare a produsului alimentar.

* forma si gradul de rezolvare a structurii spectrale RES da informatii asupra modalitatii
metabolice de asimilare care poate fi corelat cu modalitatile specifice de cultivare (in mediu
deschis, serd, mod de administrare a nutrientilor, etc.). Astfel o rezolvare a domeniului spectral
atribuit manganului reflectd o mobilitate maritd a ionului de mangan (foarte putin legat in mediul
proteic) in timp ce o rezolvare slaba aratd o interactiune si o stabilizare 1n centrele proteice.

* detectarea si caracterizarea acestor specii paramagnetice poate fi un indicator important
(o amprenta spectroscopicd) in detectarea fructelor cultivate In serd si crescute in conditii
naturale.
> Metoda propusd pentru analiza calitativd a activitafii antioxidante, este bazata pe
monitorizarea reducerii radicalilor persistenti Tempo (2,2,6,6-tetrarnethyl-I-piperidinyloxy),
radicalul cationic ABTS" (2,2"-azinobis (acid 3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic)) si DPPH (2,2-
diphenyl- 1- picrylhydrazyl). Descresterea concentratiei relative a speciilor paramagnetice
(reducerea radicalului stabil) este obtinutd prin dubla integrare a spectrelor experimentale.
Numarul speciilor paramagnetice prezintd o scadere in timp cu diferite rate, acest lucru fiind
corelat cu activitatea antioxidanta a probelor studiate. Pentru probele studiate, sucuri naturale sau
extracte ale etanolice din unele plante de interes farmaceutic cinetica de reducere a radicalului
stabil este dat de o cinetica de ordinul intai in care parametrul specific fiecarui tip de extract si a
tipului de procesare, este parametrul cinetic de reactie k reprezentand viteza de oxido-reducere a
radicalilor in timp. Acest parametru este o mdsurd a caracteristicilor antioxidante a probei
studiate. Totusi pentru o caracterizare mai completd a activitatii antioxidante si a intelegerii mai
exacte a factorilor chimici si fizici cu rol semnificativ in activitatea antioxidantad a probelor
studiate este necesard utilizarea unor tehnici suplimentare (metoda Folin-Ciocalteau, HPLC etc.).

In urma cercetarilor efectuate in aceasta teza s-au conturat urmatoarele rezultate:
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* din studiul activitatii antioxidante a sucurilor proaspete s-a aratat ca, capacitatea
antioxidantd a produselor alimentare cultivate in mod natural (ecologic) este semnificativ mai
mare decét cele cultivate in sera.

* pentru extrasele etanolice din plante, s-a observat cd H. officinalis (Isop) are cea mai
semnificativa activitate antioxidanta (kno = 0.156) comparabil cu activitatea antioxidantului de
acid galic (kag = 0.16 considerat etalon) in timp ce extractele de O. basilicum (Busuioc) si T.
chamaedrys (Drumbet) au o activitate antioxidanta mai moderatd, constantele cinetice avand
valorile kog=0.068, respectiv krc=0.049.
> O aplicatie importantd a spectroscopiei RES abordatd in aceasta teza este cea de studiu a
efectelor radiatiei gamma asupra unor medicamente §i anume Purinetol, Atenolol si Pindolol, cu
scopul caracterizarii efectelor induse de radiatie in structura acestora. Astfel de cercetari
furnizeazd informatii utile in procesele tehnologice de fabricare, sterilizare si conservare a
medicamentelor precum si In metodologia de administrare medicald sau a termenelor de
valabilitate. Se pot obtine astfel date importante privitoare la influentei tehnologiei de preparare
asupra generarii radicalilor liberi, a formelor farmaceutice asupra stabilitatii in timp si a factorilor
care influenteaza aceasta stabilitate. Rezultatele obtinute pot fi sintetizate astfel:

* reactia cea mai importantd care contribuie la degradarea purinetholului, implica oxidarea
atomului de sulf din pozitia 6 a inelului purinic. In afara radicalului thyl, mai exista doud specii
paramagnetice cu parametrii magnetici care par a fi specifici radicalilor centrati pe oxigen, care
interactioneaza cu un proton 3 si un proton 7y.

* pentru medicamentele beta-blocante (Pindolol si Atenolol) desi fac parte din aceeasi
familie terapeutica si au structuri chimice destul de similare, in urma iradierii nu prezinta aceleasi
tipuri de radicali liberi. Pentru compusul Pindolol, valoarea factorului g izotropic, obtinuta - g =
2.005+0.0005, este caracteristica pentru radicalii centrati pe (carbon-) sau (azot-). Spectrul RES
al Atenololului iradiat a fost atribuit suprapunerii spectrelor a doi radicali. Un prim radical format

dintr-un triplet, s-a presupus a fi in buna concordanta cu cuplajul izotropic, tipic pentru radicalii 7t

centrati pe carbon, avand forma R—C H, si fiind produs prin deplasare a hidrogenului de la

grupul (metil-). Cel de-al doilea radical, are electronul neimperecheat localizat pe atomul de azot
al grupului imidazolic, conducéind la o despicare hiperfind caracteristica azotului (ax = 16 G — 18

G).
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