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1. Despre aceasti tezi

Prezenta tezd are ca scop examinarea diferitelor fatete ale reactivitatii redox relevante

din punct de vedere biologic Th molecule mici. Astfel de fatete includ:

Aplicarea metodologiei standard de testare pentru evaluarea proprietatilor redox
ale extractelor de plante bogate in antioxidanti — cu accent pe metodele nou
dezvoltate, care implica reactivi relevanti din punct de vedere biologic (si in
primul rand hemoglobina)

Examinarea interactiunii moleculelor antioxidante cu proteine, folosind
spectroscopia

Dezvoltarea unei noi versiuni a unui test cantitativ pentru activitatea
antioxidanta, care utilizeaza un amestec de reactivi lipozomi-mioglobina, cu
relevanta biologicd crescuta in comparatie cu testele antioxidante clasice
Aplicarea metodelor de calcul pentru examinarea diferentei HOMO-LUMO (si
spectrelor UV-Vis) intr-o serie de compusi cu posibile aplicatii biomedicale
Examinarea reactivitatii redox in solutiile stoc de glutaraldehida — a evoluat in
continuare intr-un studiu mai complex, cu relevanta pentru proprietatile lor in

biocide si aplicabilitatea in medii medicale

Pentru a realiza lucrurile mentionate mai sus, teza reuneste un set divers de metode —

spectroscopie (UV-Vis, fluorescentd, RMN, Raman), cinetica (inclusiv enzimatica Michaelis-

Menten), spectrometrie de masa si calcule DFT/TD-DFT. Esentialul tezei este interactiunea

moleculelor mici redox-active cu proteinele (in special hemoglobina si mioglobina) si celulele.



2. Consideratii generale

Stresul oxidativ poate aparea ca o criza/scadere a Sistemelor antioxidante, o crestere
generala a specilor reactive de oxigen sau ambele. Daca sistemele antioxidante nu
contracareaza speciile reactive de oxigen, ele pot provoca leziuni ale ADN-ului, pot creste

peroxidarea lipidelor si/sau pot induce modificiri ale acizilor nucleici si ale proteinelor.t

Studiile vechi si recente in domeniul antioxidantilor s-au concentrat mai mult pe rolul
antioxidantilor, vitamina C, E, acidul cafeic, acidul galic, acidul ferulic, catechinul, rutinul,
seleniul, carotenoizii si acidul folic cu proprietati protectoare Tmpotriva unor boli precum

cancerul, boli de inima, arteroscleroza.'*

Caile activitatii antioxidante sunt diverse si implica captarea oxigenului singlet,
inhibitori ai reactiilor radicalilor liberi, oprirea propagarii reactiei de autooxidare in lant,
sinergie cu alti antioxidanti, agenti chelatori care transforma compusii prooxidanti Tn compusi
stabili.? Lista de metode care determini activitatea antioxidanti include capacitatea de
absorbtie a radicalilor de oxigen (ORAC), testul de inhibitie/evaluare a capacitatii de captare a
radicalului liber DPPH, testul de determinare a continutului total de fenoli prin utilizarea
reactivului Folin-Ciocalteu;?® metode mai relevante din punct de vedere biologic includ testul
de inhibare a activitatii peroxidazice a hemoglobinei/ascorbatului (HAPX) si testul bazat pe

inhibarea peroxidarii induse a lipozomilor.?!

Capacitatea prooxidanta se refera la prezenta unor substante capabile sa induca stresul
oxidativ prin reprimarea sistemelor antioxidante sau prin generarea specilor reactive. In
literatura de specialitate au fost raportate cateva flavonoide cunoscute care actioneaza ca
prooxidant in anumite circumstante si care au capacitatea de a promova oxidarea altor
substante. Antioxidantii sunt considerati substante cu "doua fete", deoarece pot avea un efect
prooxidant in anumite circumstante. Acidul ascorbic este un important antioxidant solubil n
apa, cu rol in apararea organismului Tmpotriva specilor reactive de oxigen, dar se poate
comporta si ca prooxidant in prezenta cupru sau fier cu generarea de peroxid de

hidrogen..2829:%0

Proteinele sunt macromolecule indispensabile, care se regasesc in toate organismele
vii. Mioglobina este o proteind globulara monomerica cu functie importanta in transportul si
stocarea oxigenului in muschi. Oxigenul este stocat pentru utilizarea n stadiul anaerob a

respiratiei. In plus, mioglobina este implicata in reglarea si neutralizare a monoxidului de



azot. Hemoglobina este o proteina tetramerica, cu rol important in transportul oxigenului de la

plimani citre tesuturi,3®3°

Informatii utile despre structurile proteinelor, interactiunile, legarea ligandului exogen,
starile de oxidare si starile de spin ale intermediarilor, chiar si functia enzimelor, au fost
colectate folosind metodele experimentale precum UV-Vis, Raman, Mdssbauer, spectroscopia
de dicroism circular, cristalografia cu raze X, rezonanta paramagnetica electronicd (RES),

rezonanta magnetici nucleara (RMN) si chimia computationala. 3’4041

3. Aplicarea testului HAPX pe extracte din plante

Speciile de Salvia sunt cele mai utilizate plante medicinale si, in general, cunoscute
pentru efectele farmacologice multiple, inclusiv efectele antiproliferative, antiinflamatorii,
antinoceptive, antioxidante, antimicrobiene, antimutagene, antidementia, hipoglicemice si
hipolipidemice*. Evaluarea continutului polifenolic si a activititii antioxidante a sase specii de
Salvia L. din flora moldoveneasca spontana (S. etiologis, S. austriaca, S. sclarea, S nutans, S.
verticilatta si S. nemorosa), a fost realizatd utilizdnd trei sisteme model in vitro, DPPH,
FRAP si HAPX.

Tabel 3.1. Activitatea antioxidanta a speciilor de Salvia.

Probe DPPH ICso FRAP (mmol Trolox/mg HAPX (mg
(ug/mL) d.w.) CAE)/g
S. aetiopsis 158.76 + 0.82 1399 +5.01 6.31+0.21
S. austriaca 123.14 +£0.70 2066 +4.81 8.88 +1.56
S. sclarea 97.67 £ 0.56 2791 +4.81 146.66 + 23.69
S. nutans 158.03 £ 0.88 1546+ 4.81 62.2+7.31
vertigillata 42.923 +0.23 8044 £ 4.81 1074.3 + 836.16
S. nemorosa 80.09 £ 0.6 2797 £4.81 91.2+10.34
Quercetin 5.62 £0.33 - -
BHT 16.2+0.42 - -

S. verticilatta prezinta cea mai mare capacitate antioxidantd determinatda de DPPH

(42.923+4.81pg/ml), FRAP (8044+4.81 mmol Trolox/mg) si HAPX (1074.3+ 836 mg
CAE)/g). S. nutans, S. austriaca si S. aetiopsis au cea mai mica activitate antioxidanta (Tabel
3.1).



Profilul polifenolic si activitatea antioxidantd pentru sase specii de Salvia au fost
evaluate pentru a completa datele stiintifice legate de genul Salvia, care pot fi surse importante

de antioxidanti naturali.

4. Legarea antioxidantului la globine

In conditii de stres oxidativ, hemoglobina feroasi-oxi din sange sufera nu numai auto-
oxidarea la Fe(lll), dar, de asemenea, oxidarea la forma toxica, feril (Fe(IV)-0x0). Compusii
antioxidanti pot reduce feril inapoi la met hemoglobina (Fe(IlI)), care poate fi transformata in
continuare prin met hemoglobin reductaza in hemoglobina. Antioxidantii endogeni (cum ar fi
ascorbatul sau uratul) s-au dovedit a fi eficienti in aceste procese de reducere pentru finalizarea

unui ciclu catalitic pseudo-peroxidaza, cu relevanta biomedicala si analitica.

Hemoglobina si mioglobina dispun fluorescenta la ~330 nm datorita reziduurilor de Trp
si Tyr. Aceasta fluorescenta poate fi afectata de liganzi daca/atunci cand se leaga de Hb in
apropierea reziduurilor de Trp si/sau Tyr. Figura 4.1 arata ca fluorescenta Mb este stinsa de

ascorbat Tntr-o maniera dependenta de concentratie.

Interactiunea cu mioglobina la trei temperaturi diferite (297 K, 303 K si 310 K) a fost
studiatd in continuare pentru a stabili ce tip de mecanism de stingere a fluorescentei este
prezent; dupa cum se poate observa, Tabelul 4.1 ilustreaza relatia constantelor dinamice Stern-

Volmer de stingere si temperatura.
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Figura 4.1. Spectrele de emisie ale mioglobinei in prezenta diferitelor concentratii de

ascorbat la lungimea de unda de excitatie 280 nm, in solutia tampon PBS, la temperatura

camerei.

Tabel 4.1. Constantele de stingere Stern-Volmer si parametrii termodinamici ai interactiunii
ascorbat-Mb la pH 7.4.

Ka
KSV , a | _, | as | Am AG
TR wmoyy | R Kd 1 (x10°L* RS g1 | kajmol | Kd/mol
(LM) mol ™)
297 | 10101 0.98 734 | 390 | 099 | -100 | -55.99 | -26.19
303 | 14180 0.91 2530 | 228 | 092 25,59
310 | 15922 0.97 1613 | 151 | 0.93 24.89

Valorile energiei libere (AG), entropiei (AS) si entalpiei (AH) sunt prezentate in

Tabelul 4.1. Semnul negativ pentru AG implica faptul ca procesul de interactiune este

spontan. Contributia majorad la AG este de la AH, mai mult decat de la AS, ceea ce reflecta

faptul ca procesul de legare este predominant condus de entalpie si legatura de hidrogen este

forta de interactiune majora in legarea ascorbatului la Mb.




5. Analiza cinetica a reactivitatii antioxidante cu relevantd biomedicala

crescuta, bazatad pe lipozomi si mioglobina

Inhibarea autooxidarii lipozomilor de cétre citocromul ¢ poate fi utilizata pentru analize
cel putin calitative sau semi-cantitative ale reactivitatii antioxidante cu relevantda biologica;
acest tip de test va fi denumit in continuare ILA-citc (inhibition of liposome autooxidation
by cytochrome c). 21.98.109.110117.118 n test bazat pe oxidarea lipozomilor are avantajul de a fi
aplicabil atat antioxidantilor solubili in apa, cat si antioxidantilor lipofilici. Raportam aici ca
mioglobina poate fi folosita in loc de citocrom c intr-un astfel de test lipozomic (denumit in
continuare ILA-MDb) pentru reactivitate antioxidanta, cu trei avantaje: (1) utilizarea unei
proteine mai accesibile in general (Mb vs. citocrom c¢), (2) reducerea duratei experimentului, si
(3) oferind un test cantitativ, spre deosebire de versiunile semi-cantitative descrise anterior

bazate pe citocromul c.

Aici se propune o masura cantitativa a reactivitatii antioxidante, "gradul relativ de
peroxidare" (RPD), calculat pe baza cresterii absorbantei la 235 nm intr-un timp stabilit dupa
initierea reactiei. Sunt explorate doud optiuni pentru valoarea acestui timp stabilit: 120 si 180
min; aceste valori sunt alese astfel incat sa exploreze limitele superioare si inferioare ale partii
ascendente a curbei absorbantei = f(timp), observand ca intr-un caz (ascorbat vs. catechin la
2,5 uM) ordinea reactivitatii masurati la aceste doud puncte de timp este diferita. Tn continuare

sunt prezentate datele pentru 120 min, timp stabilit.
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Figura 5.1. Dependenta de concentratie a RPD pe baza datelor la 120 min timp stabilit.

Tabel 5.1. Date numerice conform datelor din Figura 5.1.

Model mono- )
Antioxidanti _ R? | ICso | Model bi-exponential R? | ICso
exponential

] _ .-0.848 =0.428*¢"
Catechin y = g 084 0985 | o8 0_29?})’(+0.572*e_1_935)( 0.998 | 0.7

: — a-0679 =0.424*¢
Rutin y = g 067 0870 | 1 °-°8g‘+0.576*e'3-223x 0.997 | 0.6

y =0.042%¢

— A-1.239

Ascorbat y =g 0965 | 0.5 0005 ) g5 g L 352% 0.967 | 0.5

, . o116 y = 0.602*¢”
Acid galic y=e 0859 | 5.9 00254 ) 39g <059 0975 | 66
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y =0.628%¢
0.939 3.7 0.077x (). 372%g"1.051x 0.990 3.2

Acid ferulic y = g 0186

Datele din Figura 5.1 permit calcularea unui parametru ICso (concentratie la care
antioxidantul atinge 50% RPD), care sunt astfel enumerate in Tabelul 5.1. Ordinea si
magnitudinea acestor valori este in esenta similara pentru cei cinci antioxidanti, indiferent de
timpul de reactie (120 vs. 180 min). Astfel, cea mai mica ICsp este indicata de ascorbat (~1
uM), urmat de catechin si rutin cu valori in esentd identice unele cu altele si doar putin mai
mari decat ascorbatul, si urmat de ferulat cu o crestere de 3 ori, cu galat care indica cea mai

mare valoare (de doua ori mai mare decét ferulatul).

S-a conceput si descries/demonstrate asadar 0 metodd de analizd cantitativd a
reactivitatii  antioxidante, bazatda pe inhibarea autooxidarii lipozomilor indusi de
mioglobina (ILA-Mb). Concentratiile scazute de antioxidanti, necesare pentru acest test,
precum si prezenta lipidelor, il fac mai potrivit pentru antioxidantii mai putin solubili in apa si,
de asemenea, permite sa se opereze la intervale de concentratiec mai relevante din punct de

vedere biologic ale substantelor care urmeaza sa fie testate.

6. Despre stabilitatea glutaraldehidei in compozitiile de biocide

Dintre multiplele utilizari ale glutaraldehidei (industriale, agricole, medicale),
aplicabilitatea sa ca biocid Tn mediul sanitar este printre cele mai importante. Determinarea
concentratiei de glutaraldehida (GA) este esentiala in contexte precum verificarea conformitatii
biocidelor'?8 utilizate Tn spitale sau analize de toxicitate asupra naturii'?®® (GA este o substanti
volatild, iar vaporii pot irita pielea, ochii, nasul si plimanii).**® Cu toate acestea, chiar si in
solutiile "pure", GA (I in schema 6.1) suferd o gama larga de reactii - inclusiv intr-o prima
etapa ciclizarea (II), formarea hidratului (IIT), dimerizarea prin condensare aldolica (IX) si
crotonica (X). Reactiile ulterioare apar, de asemenea, asa cum s-a descris anterior. Schema 6.1
ilustreaza structurile chimice ale produsilor posibili prezenti in solutiile de GA.'3" Cele doui
grupari aldehidice ale GA permit ca acesta sa fie utilizata ca reactiv de reticulare in special care
vizeaza gruparile amino ale proteinelor, producand atat specii polimerice, cat si specii
nepolimerice. La concentratii mari, aceasti reticulare duce la efectele biocide. 1% Investigatii

publice recente privind conformitatea compozitiei chimice a biocidelor utilizate n prezent in

12
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spitalele romanesti au constatat cd GA (ca ingredient cheie) este de pana la 10 ori diluata

in raport cu concentratia nominala listata pentru produsele respective.

I
I

(VIID)

CHO CHO

OHC \
m \ (VII)
OO

(o]
H
/(j\ O‘\Qc \
| (H c;
HO H z | :
n=2or3

V)
0 0 o
N AN 1)
HC —o0 CH o
x
H H
oZ ~ RN
HO  (IX) X)

Scheme 6.1. Structurile chimice ale produsilor posibili prezenti in solutiile de GA.

Raportata aici este o explorare a datelor experimentale si teoretice care pot permite
analize mai precise a concentratiei de GA 1n biocide, precum si, in general, in solutii care contin

GA.

Glutaraldehida, in general, isi exercita activitatea de biocid prin reticularea grupdrilor
amino din proteine prin formarea grupdarilor imine. Titrarea cu amine a fost intr-adevar propusa
anterior ca instrument pentru cuantificarea aldehidelor in solutie, urmarind absorbanta distincta
a gruparii iminice nou formate. 1*° Intr-adevir, produsul de reactie imina rezultat din glicina si
GA poate fi urmarit la 270 nm, fara interferente din partea maximelor de absorbtie mult mai
slabe ale GA la 235 nm si 280 nm.'™ Figura 6.1 prezinti astfel de date; dupd numai doui
saptamani de incubare la 40°C, concentratia grupurilor aldehidice titrabile cu glicind (GTAP)
apare redusa la jumatate. Avand in vedere ca o simpla condensare aldolica reduce numarul de
grupuri titrabile cu o treime, atunci Figura 6.1 sugereaza ca deja dupa doua saptamani la 40°C

toate GA a condensat.

13
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Figura 6.1. Evolutia timp de 8 saptdmani a concentratiei de GA la 40°C si la

temperature camerei, masurata prin titrarea cu glicina.

Glutaraldehida este utilizata pe scard larga pentru policondensarea hemoglobinei (Hb)
si a altor proteine.!*>14315! Figura 6.2 prezinti astfel de date, in care eficienta condensirii este
estimatd cu ajutorul SDS-PAGE, Tabelul 6.1 indicand modificarile proportiilor relative ale

fractiunilor de masa moleculara diferita.

8o

q

°|| A

Figura 6.2. 12% SDS-PAGE pentru 1.5 mM hemoglobina polimerizata cu
concentratii variabile de GA: 1, 2: 0 mM, 3: 0.5 mM, 4: 1 mM, 5: 3 mM, 6: 5 mM,
7:7mM, 8: 3 mM, RT, sapt. 8, 9: 5 mM, RT, sapt. 8, 10: 3 mM, 40°C, sapt. 8, 11: 5
mM, 40°C, sapt. 8, 12: 3 mM, 1,2% izopropanol, 13: 3 mM, izopropanol, 60°C, 5h,
14: 5 mM, izopropanol, 60°C, 5h, 15: 3 mM izopropanol, 40°C, sapt. 8.
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Tabel 6.1. Intensitatile relative ale benzilor hemoglobinei polimerizata cu GA.

Proba / ~MW (kDA) 250 | 130 | 100 | 70 55 35
0 mM GA 0 0 0 001 | 049 1
0.5mM GA 0.01 0 001 | 0.06 | 061 1
1 mM GA 0 0 003 | 018 | 081 1
3mM GA 0 0.05 | 034 | 049 1 0.82
5mM GA 008 | 043 | 065 | 056 1 0.67
7mM GA 028 | 051 | 068 | 058 1 0.67
3 mM GA, RT, sapt. 8 065 | 064 | 058 | 057 1 0.77
5 mM GA, RT, sapt. 8 1 06 | 052 | 036 | 0.75 | 052

Aceste date confirma faptul ca in timp GA a fost consumata treptat din solutie. Cu toate
acestea, ele sugereaza, de asemenea, ca unii dintre derivatii GA formati in timpul depozitarii
(dimeri, oligomeri etc. cf. Schema 6.1) pot fi mai eficienti in reticulare decat monomerul. Acest
lucru indica apoi o limita cu privire la gradul in care un test SDS-PAGE poate fi utilizat pentru
evaluarea concentratiei unor solutii de GA.

Titrarea cu glicina, urmata la 270 nm, arata ca proba expusa doud saptamani la 40°C
pare sa reduca numarul de grupari carbonil titrabile la un grad echivalent cu 100% condensare
bi-moleculard a GA 1n solutie (adicd, unde nu exista GA intactd/monomerica ramasa in
solutie). Experimentele SDS-PAGE dezvaluie un caracter imprevizibil al GA 1in timpul
procesului de polimerizare. Reactiile de reticulare a proteinelor sugereaza ca unii dintre
produsii de degradare ai GA (dimeri, oligomeri) pot fi mai eficienti decdt monomerul in
reticularea proteinelor. Dintre metodele explorate aici pentru estimarea integritatii solutiilor

GA, cea mai convenabila pare a fi titrarea cu glicina utilizind absorbanta la 270 nm.

7. Diferenta dintre HOMO-LUMO si spectre UV-Vis a candidatilor
fenotiazinici folositi ca agenti de marcare a tumorii

Cancerul ovarian este a doua cea mai frecventa cauzd de deces in Europa. Pentru
moment, cel mai bun tratament Tmpotriva cancerului ovarian este chirurgia si
chimioterapia.'®® Scopul acestui studiu este de a descoperi o solutie nousi, mai buni si mai

eficienta, de a gasi substanta adecvatd pentru a fi utilizatd in imagistica cu fluorescenta n
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infrarogu apropiat (NIR) pentru a imbunatati acuratetea imagisticii in chirurgia cancerului
ovarian. Pentru ca acest lucru sa poata fi realizat, s-a cautat cea mai buna substanta potentiala
de utilizat ca proba fluorescenta specifica pentru receptorul de acid folic alfa pentru
vizualizarea in timp real a tumorilor ovariene. Receptorul de acid folic alfa a fost descoperit in

1991 ca marker tumoral pentru cancerul ovarian.'*

Substanta vizata trebuie sa aiba o absorbtie maxima in campul NIR, respective in
acelasi timp si nu fie toxic.’® Un numir de coloranti cationici, cu un sistem cromofor de
fenotiazina si diversi substituenti auxocromici atasati, au fost subiectul central al acestui
studiu. Pentru a atinge obiectul studiului, au fost utilizate metode avansate de modelare
moleculara pentru a calcula spectrul UV-Vis al unor serii cu substituenti simetrici si asimetrici

atasati la structura de bazi a fenotiazinei.'®

Tabel 7.1. Pozitiile si intensitatile maxime relevante a modelelor examinate.

sarcina N | sarcina
Substituent LWHIM | OSLWHIM | LWM | OSLWM
central S
metil/metil 0.125 -0.531 444 1.240 450 0.008
etil/etil 0.141 -0.555 449 1.365 900 | 0.0000165
propil/propil 0.142 -0.59 455 1.402 455 1.402
butil/butil 457 1.494 926 7.26E-26
t-butil/t-butil 632 0.786 1302 | 2.55E-22
fenil/fenil 0.169 -0.527 508 1.380 508 1.380
fenil-OH/fenil-OH 583 0.822 583 0.822
fenil-
) ) 629 1.009 629 1.009
Oethyl/fenilOetil
fenil-N(CHs)/fenil-
809 1.149 809 1.149
N(CHa)2
fenil-NH-/fenil-
706 0.997 706 0.997
NH>
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naftil/naftil 704 0.581 704 0.581

naftil-
N(CHz)2/naftil- 913 0.987 1399 0.003
N(CHa)2

Scopul acestor calcule a fost identificarea sistemelor cu maxime intense in domeniul
NIR. Asa cum se arata in Tabelul 7.1, din seria sistemelor alifatice, cel mai apropiat de obiectiv
este sistemul t-butil simetric, la 632 nm — care este inca insuficient. Unele sisteme alifatice au,
de asemenea, maxim in regiunea NIR, dar cu o intensitate foarte mica. De asemenea, 0
delocalizare mai bund in sistemele aromatice (naftil vs fenil, sau substituenti atasati pe
fenil/naftil) aduce un avantaj. Cea mai buna molecula pare a fi cea cu substituentii diamino

naftil atasati pe fenotiazina.

De asemenea, s-a examinat cromoforul fenotiazinic cu substituenti pirolidinil si
piperidinil Tn pozitii simetrice si asimetrice. Cel mai bun substituent are lungimea de unda
maxima de 931 nm si este N-(3-hidroximetil) piperidinil in pozitia asimetrica 3,8.

OH

LWHIM (nm) [ OSLWHIM [ LWM (nm) | OSLWM

465 0,267 931 0,076

Figura. 7.1. Cation disubstituit 3,8-N-(3-hidroximetil) piperidinil cu pozitiile si intensitatile

maxime relevante.

Geometria starii fundamentale a N-(3-hidroximetil) pirolidinilului si (3,7-bis-N-(3-

hidroximetil) piperidinil fenaziationiului a fost optimizata in vid si in solventi folosind metoda
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DFT si valorile obtinute au fost comparate cu cele experimentale . Datele sunt prezentate

numai pentru N- (3-hidroximetil) pirolidinil fenaziationiu.

Pentru datele referitoare la N-(3-hidroximetil) pirolidinil fenazationiu , absorbtia
maxima calculata in solvent este pentru dimetil sulfoxid, la 540 nm iar puterea oscilatorului de
1,16 (corespunzand la ~ 46000 M “tcm 1) si 675 nm determinati experimental . De asemenea,

solventul cu aceeasi valoare de absorbtie maxima determinata experimental este apa.

Tabel 7.2. Datele experimentale si computationale asupra absorbantei N-(3-hidroximetil)
pirolidinil fenotiazionului in diferiti solventi (puterea oscilatorului de 1.13 corespunde cu

~45810 M-tcm* coeficient de extinctie).

Solvent Aabs®® | LabsPFT | f | Contributia majori (%0)
Vid 506 0.97 H—L 76%
Acetona 664 536 1.14 H—L 87%
Acetonitril 661 536 |[1.13 H—L 87%
Diclorometan 664 539 |[1.16 H—L 70%
Dimetil sulfoxid | 675 540 |[1.16 H—L 88%
Tetrahidrofuran - 538 |[1.15 H—L 88%
Etanol 668 536 1.14 H—L 8%
Apa 675 535 1.13 H—L 88%

Labs®® —valoare maxima de absorbtie experimentalad
AabsPFT- valoare maximi de absorbtie calculati

f - puterea oscilatorului
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8. Concluzii generale

S-au folosite diferite metode de investigatie — in special bazate pe UV-vis, fluorescenta
si chimie comptationald, dar si implicand alte metode precum RMN, GC-MS, Raman - pentru
a evalua multiplele fatete ale reactivitatii redox relevante din punct de vedere biomedical Tn

molecule mici.

Proprietatile redox ale extractelor din plante cu continut ridicat de antioxidanti au fost
evaluate utilizand teste standard de capacitate antioxidanta, dar si metode dezvoltate si descrise
n cadrul tezei, care utilizeaza hemoglobina sau mioglobina ca reactiv mai relevant din punct
de vedere biologic. O noua versiune a testului de activitate antioxidantd a fost dezvoltata
folosind ca reactiv amestecul de lipozom-mioglobind pentru o mai bund intelegere a
interactiunii antioxidant-proteine, dar si pentru a avea relevantd biologica in comparatie cu

testele antioxidante clasice.

Reactivitatea redox a solutiilor de glutaraldehidd a fost examinata pentru a stabili
concentratia exactd si legatura dintre concentratia si activitatea sa biocida prin multitudinea

metodelor spectroscopice utilizate.

S-au utilizat metode de calcul cunoscute pentru investigarea distantei HOMO-LUMO

si prezicerea spectrelor UV-Vis pentru o serie de substante cu potentiale aplicatii biomedicale.
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