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 Introducere 
 

Spre sfârşitul anilor 1950 noţiunile de radicali liberi şi antioxidanţi, erau aproape 

necunoscute în ştiinţele biologice şi clinice, prezenţa radicalilor în materiale biologice fiind 

demonstrată abia în 1954. Pentru prima dată în 1956 s-a făcut legătura între efectele toxice ale 

nivelurilor crescute de oxigen în organismele aerobe şi radiaţiile ionizante, propunându-se ideea 

că toxicitatea oxigenului este datorată formării de radicali liberi. 

În prezent, se cunoaşte faptul că radicalii liberi joacă un rol important în etiologia multor 

boli precum şi în multe fenomene inexplicabile anterioare apariţiei bolii. Astfel, câteva dintre 

afecţiunile în care radicalii liberi au o influenţă majoră sunt boala Alzheimer, hipertensiunea 

arterială, ischemia miocardică, ateroscleroza şi carcinogeneza.  

Din aceste motive, „măsurarea” cantităţii şi a tipului de specie radicalică generată în 

diferite procese, este de o importanţă majoră. Tehnica ce poate fi utilizată pentru a detecta direct 

aceste specii paramagnetice este Spectroscopia de Rezonanţă Electronică de Spin (RES). Cu 

toate acestea, chiar şi această tehnică are limitările ei, măsurarea directă nefiind întotdeauna 

posibilă datorită timpului de viaţă foarte scurt al unor radicali. O modalitate de a depăşi acest 

neajuns este folosirea tehnicii RES a capcanelor de spin („spin traps”). În această tehnică, un 

compus diamagnetic, capcana de spin, se adaugă sistemului înaintea formării radicalilor ce 

urmează a fi detectaţi, capcana formând un radical intermediar numit spin aduct, care este mai 

puţin reactiv decât radicalul iniţial dar care păstrează caracteristicile radicalului captat.  

O altă metodă de studiu a radicalilor liberi instabili este cea a radicalilor nitroxidici, numiţi 

şi markeri de spin (“spin labels”). Caracteristica principală a radicalilor nitroxidici este dată de 

existenţa unui centru paramagnetic stabil format dintr-un electron neîmperecheat localizat pe 

legătura dintre un atom de azot şi oxigen. Markerii de spin sunt utilizaţi în special pentru studiul 

dinamicii moleculare în sisteme biologice, studiul fenomenelor de interfaţă în sisteme coloid dar şi 

pentru analiza caracterului antioxidant al unor vitamine, minerale şi alţi compuşi precum 

extractele naturale. 

Pe de altă parte, este cunoscut în lumea cercetării ştiinţifice în domeniu, faptul că studiile 

asupra efectelor radiaţiei ionizante de înaltă energie (radiaţii gama, fascicule de electroni etc.) 

asupra sistemelor medicale şi medicamentelor sau alimentelor sunt în continuă dezvoltare 

datorită multiplelor aplicaţii, în sterilizarea medicală şi calitatea igienică a alimentelor. Prin 

utilizarea radiaţiei ionizante însă, este posibilă modificarea sau degradarea sistemelor 

biomedicale, generându-se radicali liberi.  Metoda de detecţie RES reuşeşte şi în cazul acestor 

sisteme să pună în evidenţă o serie de proprietăţi intime legate de structura electronică a 

defectului paramagnetic format în reţeaua solidului iradiat. 

 În lucrarea de faţă a fost utilizată spectroscopia RES ca metodă de studiu a radicalilor 

liberi generaţi în diferite sisteme. Sunt prezentate rezultatele experimentale obţinute prin metoda 

RES directă asupra unor sisteme de interes biomedical iradite gama ca: medicamente 
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antineoplazice (purinethol), medicamente antidiabetice (clorhidratul de metformin ), precum şi a 

unor răşini dentare (dimetacrilat trietilenglicol bisfenol A) iradiate cu radiaţie vizibilă. S-a urmărit 

dacă aceste sisteme conţin sau pot forma uşor specii paramagnetice stabile, în urma sterilizării 

cu radiaţie γ, respectiv a vitrificării cu radiaţie vizibilă. Rezultatele experimentale demonstrează 

faptul că fotopolimerizarea răşinilor dentare de tipul celor analizate implică formarea de radicali 

polimerici ai derivaţilor metacrilici stabili în timp, concentraţia acestora fiind dependentă atât de 

sistemul iniţiator cât şi de amestecul de monomeri utilizaţi în obţinerea răşinilor compozite. 

Măsurătorile RES ale pulberilor de Purinethol şi Clorhidrat de metformin iradiate cu radiaţii gama 

demonstrează prezenţa mai multor specii paramagnetice stabile, a căror concentraţii relative 

depind de doza absorbită. În urma fitării şi simulării spectrelor experimentale au fost identificaţi şi 

caracterizaţi radicalii generaţi în urma iradierii cu radiaţii γ în medicamente.  

Prin spectroscopie RES indirectă, utilizând metoda capcanelor de spin, s-a urmărit identificarea şi 

caracterizarea radicali liberi generaţi în sisteme precum: Fenton, xantin-xantin oxidază, 

superoxidul de potasiu. Radicalii hidroxil generaţi în reacţia Fenton au fost detectaţi şi 

caracterizaţi prin spectroscopie RES de joasă şi înaltă frecvenţă (bandă X şi bandă W), utilizând 

capcana de spin PBN (N-terţ-butil-α-fenilnitronă). A fost determinată concentraţia optimă de 

capcană care poate fi utilizată pentru detecţia radicalilor din sistem şi metode de creştere a 

sensibilităţii de detecţie prin extracţie organică şi concentrarea spin aducţilor.  

Datorită rolului important al radicalului superoxid în deteriorarea celulară, au fost căutate metode 

adecvate de măsurare a acestuia, folosind capcane relativ noi, precum DEPMPO(5-

dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) sau DIPPMPO (5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-

oxid), utilizând diferite sisteme generatoare de superoxid, precum sistemul xantin-xantin oxidază 

şi superoxidul de potasiu. În cazul sistemului xantin-xantin oxidază au fost detectaţi şi 

caracterizaţi radicalii superoxid generaţi de acest sistem utilizând trei tipuri de capcane de spin: 

DMPO, DEPMPO, DIPPMPO. S-a urmărit determinarea condiţiilor optime de detecţie a 

radicalului superoxid, cu scopul de a fi analizat prin spectroscopie RES de joasă şi înaltă 

frecvenţă. Au fost caracterizaţi radicalii superoxid şi hidroxil generaţi de superoxidul de potasiu în 

soluţie alcalină folosind capcana de spin DEPMPO. S-a constatat faptul că stabilitatea spin 

aducţilor este puternic dependentă de raportul dintre cantitatea de superoxid de potasiu din 

soluţie şi cantitatea de capcană de spin utilizată. 

Prin metoda RES indirectă utilizând radicalul nitroxidic Tempol a fost caracterizată capacitatea 

antioxidantă a unor sucuri naturale de mere şi struguri, respectiv al unor extracte de seminţe de 

struguri şi Calluna Vulgaris (iarbă neagră).  

Pentru caracterizarea activităţii antioxidante şi pentru evaluarea autenticităţii unor sucuri 

comerciale necarbogazoase de mere şi struguri; acestea au fost comparate cu sucuri proaspete 

de mere şi struguri, calitatea şi autenticitatea sucurilor comerciale fiind un subiect important în 

cercetare cu o relevanţă semnificativă pentru siguranţa industriei alimentare şi protecţia 

consumatorilor. Concluzia generală a acestui studiu a fost că sucurile comerciale analizate au 
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calitate similară cu a sucurilor proaspete, astfel că acestea sunt corect etichetate (ca fiind 

naturale), chiar dacă există o mică diferenţă între ele. 

S-a urmărit în continuare evaluarea efectelor fotochemoprotective ale extractelor de seminţe de 

struguri (soiul Burgund Mare-BM) şi iarbă neagră (Calluna Vulgaris-CV), după expuneri multiple 

la radiaţii UVB a pielii şoarecilor albinoşi SKH-1. Deoarece s-a demonstrat că aplicarea topică a 

acestor extracte pe pielea şoarecilor SKH-1 înainte de expunerea la o singură iradiere UVB 

reduce considerabil peroxidarea lipidică şi producerea oxidului nitric în acest studiu s-au urmărit 

modificările adaptive ce implică stresul oxidativ, respectiv protecţia antioxidantă a extractelor 

aplicate înainte sau după iradieri multiple. Rezultatele asupra ambelor extracte, sugerează faptul 

că aplicarea topică a extractelor de BM sau CV, suprimă considerabil deteriorările induse de 

expunerea multiplă la radiaţii UVB, prin inhibarea vătămărilor ADN şi apoptozei. 

Activitatea antioxidantă a extractelor a fost evaluată prin monitorizarea concentraţiei de Tempol 

după adiţia extractelor şi comparată cu cea a acidului galic. S-a constatat că ambele extracte au 

activitate antioxidantă mai slabă decât a acidului galic; de asemenea, prin compararea ratelor 

cinetice de reducere, s-a stabilit că extractul de BM are un caracter antioxidant uşor mai puternic 

decât cel de CV, de aceea este de aşteptat ca BM să fie mai eficient în blocarea reacţiilor în lanţ 

produse de speciile reactive ale oxigenului în pielea expusă la radiaţii UVB.



 

4 
 

I. Caracterizarea şi generarea radicalilor liberi 

I.1 Caracterizarea radicalilor 
 Radicalii (adesea, dar inutil denumiţi şi radicali liberi) sunt o specie chimică ce posedă un 

electron neîmperecheat în învelişul exterior al moleculei, motiv pentru care sunt foarte reactivi 

chimic (Fig.I.1.).  

 

 

 

 

Fig.I.1  Structura radicalului liber (Reiter & Jo Robenson 1995) 

 

 Clasificarea radicalilor se poate face după diverse criterii, o clasificare care să includă 

marea majoritatea radicalilor ar fi următoarea [1]: 

• Radicali liberi ai oxigenului 

• Radicali liberi ai azotului 

• Compuşi aromatici 

• Compuşi de tip chinonic şi semichinonic 

• Acizi nucleici 

• Radicalul thiil 

I.2 Generarea radicalilor liberi 
Generarea radicalilor liberi în sisteme biologice are loc ca urmare a acţiunii unor factori 

interni şi externi şi pe care mecanismele naturale ale entităţii biologice nu le pot controla.  Sursele 

interne de radicali liberi sunt procesele metabolice din organism sau/şi mai ales procesele ce 

însoţesc perturbările metabolice asociate diferitelor tipuri de patologii (stres metabolic). Sursele 

externe de radicali liberi (Fig.I.2) includ radiaţiile ionizante, radiaţiile UV şi microundele, metalele 

toxice (ex. Al şi Cd din apa potabilă), smogul, aditivii alimentari chimici, fumul de ţigară, poluanţii 

atmosferici (în special compuşii cu plumb).  

 

electroni împerecheaţi electron neîmperecheat 

moleculă stabilă radical liber 



 

5 

I.2.1 Homoliza 
Prin scindarea homolitică a unei legături covalente, o moleculă este fragmentată în două, 

fiecare fragment păstrând unul dintre electronii pereche. Scindarea homolitică  apare mai puţin 

frecvent în sistemele biologice, deoarece necesită o cantitate mare de energie, sursa fiind fie  

lumina ultravioletă, fie căldura  sau radiaţiile ionizante. Homoliza, poate fi termică, cuplată sau 

prin transfer electronic. 

I.2.2 Fotoliza şi radioliza 
Radiaţiile ionizante precum şi absorbţia luminii favorizează producerea unor mari cantităţi 

de radicali liberi, în funcţie de doza de radiaţii absorbite şi de timpul de expunere. Radicalii liberi 

sunt formaţi cel mai adesea, prin fotoliza legăturilor chimice ca urmare a absorbţiei unui foton, şi 

trecerii moleculei într-o stare excitată de singlet sau triplet.  

Radiaţiile ionizante produc radicali şi după încetarea expunerii prin efect indirect, datorită 

radiolizei apei din ţesuturi. Radioliza apei depinde de natura şi energia radiaţiei precum şi de 

prezenţa oxigenului, deoarece în lipsa oxigenului, radiaţiile X şi γ nu descompun apa.  

I.2.3 Reacţiile enzimatice 
Enzimele numite şi fermenţi, sunt substanţe naturale produse doar de către celulele vii 

îndeplinind rolul de biocatalizatori.  Reacţiile enzimatice din organism dau naştere la radicali liberi 

intermediari ce reacţionează între ei sau cu alte substanţe formând compuşi stabili.  

 
 

Fig. I.2 . Surse generatoare de radicali liberi 

(http://www.thefoodadvicecentre.co.uk/reference/free-radicals/ 
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Fig. I.3  Căile de producere şi înlăturare a SRO în organismele vii (X-xantină, XO-xantin 

oxidază, HX-hipoxantină, GSH-glutation, GSSG-glutation disulfid) [4] 

I.2.4 Metabolizarea 
 

Metabolismul reprezintă totalitatea transformărilor biochimice şi energetice ce au loc în 

ţesuturile organismelor vii. Compuşii chimici „străini” aflaţi în organism, numiţi xenobiotice 

(medicamente, poluanţi, pesticide ş.a.), sunt metabolizaţi, produşii secundari ai metabolizării fiind 

radicalii liberi.  

 

I.2.5 Radicali liberi existen ţi în natur ă 

Azotul şi mai ales oxigenul existenţi în atmosferă formează destul de uşor radicali liberi 

specifici. Deşi ozonul (O3) existent în natură, nu este un radical liber, este un agent oxidant foarte 

puternic. De asemenea, NO şi NO2 existenţi în natură, sunt radicali liberi stabili în concentraţii 

relativ mici (0,2 ppm NO2 în smog). Flavin chinonele reprezintă o grupă din marea clasă a 

semichinonelor (SQ), care pot forma radicali liberi intermediari între formele oxidate şi cele 

reduse ale chinonelor. 

I.2.6 Generarea SRO în organismele vii 
 

Radicalii cei mai relevanţi apăruţi în procesele de reglare biologică sunt superoxidul (O2
•) 

şi oxidul nitric (NO•). Procesul de formare al anionului superoxid este fie mediat de enzime, cum 

ar fi NAD(P)H oxidaza şi xantin oxidaza, sau fie nonenzimatic cu compuşi redox reactivi, cum ar fi 

compusul semi-ubiquinonă al lanţului mitocondrial de transport de electroni (Fig. I.3). 

Superoxid dismutazele (SODs) convertesc superoxidul enzimatic în peroxid de hidrogen [2,3]. În 

prezenţa metalelor de tranziţie reducătoare (de exemplu, ioni de fier sau cupru), peroxidul de 

hidrogen pot fi redus la o specie radicalică foarte reactivă, radicalul hidroxil [3].  
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Tabelul II.1 Domenii de frecvenţe utilizate în RES 

 

II. Metode de detec ţie a radicalilor liberi 
Există numeroase metode de detecţie şi măsurare a radicalilor liberi, directe sau 

indirecte, utilizabile pentru sisteme simple de reacţii. 

Printre metodele indirecte se numără spectrofotometria şi chemiluminiscenţa.  

II.1 Spectrofotometria  

Spectrofotometria este cea mai veche metodă, adesea indispensabilă identificării unui radical 

liber din mai multe posibilităţi de formare, utilizând reactivi specifici;  metoda se bazează pe 

cuantificarea efectului de inhibiţie pe care un radical liber îl exercită faţă de maximul de absorbţie 

al reactivilor specifici utilizaţi prin urmărirea consumului de specie oxidantă. 

II.2 Chemiluminiscen ţa  

Chemiluminiscenţa însoţeşte de multe ori reacţii sau procese generatoare de radicali liberi; 

principiul metodei constă în emisia de lumină ca urmare a unor reacţii între radicalii liberi şi o 

substanţă inserată în sistem, cea mai utilizată fiind luminolul. Intensitatea semnalului detectat 

este proporţională cu cantitatea de radicali liberi care au generat reacţiile cu o cantitate stabilită 

de luminol. 

 Metodele directe caută să înregistreze chiar radicalii liberi apăruţi în cursul unei reacţii, 

una dintre aceste metode fiind rezonanţa electronică de spin (RES).  

II.3 Rezonan ţa electronic ă de spin (RES) 
Spectroscopia RES are la bază tranziţiile induse între nivelele Zeeman ale unui sistem 

paramagnetic, adică ce posedă un electron neîmperecheat în structura învelişului electronic, aflat 

într-un câmp magnetic static [5-6].  

Există o mare varietate de tehnici RES, fiecare dintre acestea cu propriile avantaje. În 

cazul spectroscopiei RES în undă continuă (CW-EPR), proba aflată într-un câmp magnetic static, 

este iradiată cu un fascicul continuu de microunde având o frecvenţă fixă, câmpul magnetic fiind 

baleiat de o parte şi alta a condiţiei de rezonanţă. Pot fi utilizate diferite frecvenţe ale radiaţiei de 

microunde, numite benzi: banda  S (3.5 GHz), banda X (9-10 GHz), etc. după cum se specifică în 

tabelul II.1. 

T 
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Fig. II.1  Spectrul RES al spin 

aductului PBN-OH 

Spectroscopia RES poate să pună în evidenţă o serie de proprietăţi intime legate de structura 

electronică a unui defect paramagnetic format în reţeaua unui solid iradiat,  poate fi folosită şi 

pentru studiul mecanismului de radioliză,  permite identificarea speciilor radicalice induse de către 

radiaţii în produsele studiate [7-10]. Altă utilitate a metodei RES constă în studiul caracterului 

antioxidant al unor substanţe sau extracte, folosind metoda radicalilor nitroxidici [26-29]. 

II.3.1 Tehnici de m ăsurare RES 
Experimentele RES prezentate în lucrare au fost efectuate cu scopul evidenţierii şi 

caracterizării radicalilor liberi din diferite sisteme biomedicale şi biofarmaceutice. Spectrele RES 

în bandă X (9-10 GHz) au fost înregistrate cu un spectrometru BRUKER-BIOSPIN EMXmicro, 

echipat cu un sistem de achiziţie a datelor pe calculator. Probele analizate au fost introduse în 

tuburi capilare de quartz, Wilmad-labglass, având diametrul interior de 1 mm şi lungimea de 10 

cm, tuburile fiind apoi poziţionate în centrul cavităţii rezonatorului de tip TE102. 

Adiţional, când câmpul magnetic utilizat în banda X nu era suficient de intens pentu a rezolva 

anizotropia factorului g, măsurătorile au fost efectuate în câmp înalt (~3 T). Aceste măsurători au 

fost realizate cu ajutorul unui spectrometru în banda W (3.4 T, 95 GHz) construit în laboratorul de 

biofizică al Universităţii Osnabrück (Germania), echipat cu o cavitate de tip TE011. Probele au fost 

introduse în capilare de quartz cu diametrul interior de 0,6 mm (VitroCom Inc., N.J., USA) pentru 

măsurătorile la temperatură joasă, respectiv 0,2 mm în cazul măsurătorilor la temperatura 

ambientală [30]. 

II.3.2 Metode de detec ţie RES a radicalilor liberi  

Radicalii liberi pot fi detectaţi prin spectroscopie RES, fie direct, fie indirect în funcţie de 

stabilitatea şi mobilitatea acestora precum şi de faza sistemului în care sunt generaţi. 

Astfel, în sisteme solide, radicalii liberi pot fi detectaţi direct, datorită capacităţii lor 

scăzute de recombinare [10]. În cazul radicalilor liberi din sisteme în fază gazoasă sau lichidă, 

detecţia se face prin metode indirecte, datorită timpului de viaţă foarte scurt (de ordinul 

microsecundelor) al acestora. În acest sens, este 

necesar să se folosească un reagent diamagnetic din 

clasa nitronelor numit “capcană de spin” (“spin trap”) 

[12, 13] sau “radicali nitroxidici”, numiţi şi “markeri de 

spin” (“spin labels”) [11]. 

II.3.2.1 Aplica ţii ale capcanelor de spin în analiza 

RES a unor sisteme 

Metoda capcanelor de spin (EPR/ST) este o 

tehnică în care un radical liber este captat indirect, 

după ce acesta reacţionează cu un compus 

diamagnetic cu dublă legătură (capcana de spin); se 
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(a)                                                                (b) 
 

Fig. II.2  Spectrul RES al spin aducţilor  DMPO-OH (a) respectiv DMPO-OOH (b) 

 
(a)                                                      (b) 

 
Fig. II.3 Spectrul RES al spin aducţilor  DEPMPO-OH (a) respectiv DEPMPO-OOH (b)  

 

formează astfel un radical intermediar mai puţin reactiv numit spin aduct.  

PBN (N-terţ-butil-α-fenilnitronă) este printre primele capcane sintetizate. Cu excepţia 

trifenilmetilului, formează spin aducţi cu toate tipurile de radicali, dar diferenţele între constantele 

de despicare hiperfină pentru diferiţi radicali captaţi pot fi foarte mici, motiv pentru care nu pot fi 

diferenţiaţi. Spectrul RES al aductului format cu PBN, va conţine 6 linii. (Fig. II.1). 

Datorită lipsei de specificitate a PBN-ului, Janzen şi Liu au sintetizat în 1973 o capcană nouă, 

ciclică, DMPO (5,5-dimetil-1-prolin-N-oxid). În cazul acesteia, valorile aH
β sunt mai mari şi mult 

mai sensibile la natura radicalului captat. Spectrul RES al aductului DMPO-OH ce are aN 

≈aH=14.85 G, are structură de patru linii cu intensităţile 1:2:2:1. (Fig. II.2 (a)), liniile centrale fiind 

suprapuse. În cazul aductului DMPO-OOH liniile se despică atât datorită nucleului de azot cât şi 

datorită protonilor din poziţiile β şi γ (Fig. II.2 (b)).  

Un derivat al DMPO-ului este DEPMPO (5-dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) [20-23]. 

Datorită fosforului 31P(I=1/2) care induce despicări suplimentare în spectrele RES, acestea vor fi 

mult mai complexe, dar, mai informative în comparaţie cu cele ale aducţilor de DMPO [22-25] 

(Fig. II.3).  
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Fig. II.4  Spectrele RES ale radicalului nitroxidic Tempol, la diferite temperaturi 
 

II.3.2.2 Aplica ţii ale radicalilor nitroxidici în studiul RES al un or sisteme 

În ultimele decenii, spectroscopia RES a radicalilor nitroxidici a cunoscut o dezvoltare 

considerabilă, deoarece spectrele lor RES conţin informaţii despre unele caracteristici ale micro-

mediului molecular din vecinătate, cum este polaritatea, cît şi despre mobilitatea şi natura 

orientărilor sau mişcările moleculare [11]. În cazul radicalilor nitroxidici, localizarea electronului 

paramagnetic, predominant pe atomul de azot  este responsabilă de interacţiunea hiperfină cu 

nucleul de 14N a cărui spin nuclear este I=1 conducând la o despicare hiperfină a liniilor Zeeman 

în 2I+1=3 componente. În consecinţă spectrul RES al va avea trei linii spectrale (fig. II.4), forma 

spectrelor fiind influenţată de mobilitatea moleculei. 

Câteva dintre numeroasele aplicaţii ale radicalilor nitroxidici în investigaţia RES sunt: 

studiul fenomenelor de interfaţă care au loc în sistemele coloid, mobilitatea moleculelor marcate 

prin spectroscopie RES, detectând schimbările care au loc în ordonarea compuşilor membranari 

marcaţi [16], analiza caracterului antioxidant al unor vitamine, minerale şi alţi compuşi fotochimici 

[17].  



 

11 

 

 
Bis-GMA336 (n=0,1) 

 

 
UDMA 

 
 

 
HEMA 

 
 

Fig. III.1  Structura chimică a monomerilor metacrilat utilizaţi 

III. Detec ţia direct ă prin spectroscopie RES a radicalilor 
liberi genera ţi în unele sisteme biofarmaceutice 
 

Răşinile compozite fotopolimerice sunt utilizate frecvent în stomatologie ca materiale 

pentru restaurarea dinţilor anteriori şi posteriori, ca plombe dentare şi în stomatologia prostetică 

pentru prepararea smalţurilor dentare [31, 32]. În timpul fotopolimerizării monomerilor de 

dimetacrilat apar în reţea  radicali liberi şi monomeri rămaşi nepolimerizaţi aceştia afectând 

proprietăţile mecanico-fizice şi biocompatibilitatea materialului compozit [33].  

Metoda iradierii cu radiaţii gamma a fost propusă în Farmacopeea britanică atât pentru 

sterilizarea medicamentelor cât şi a anumitor materiale chirurgicale şi echipamente, cu o doză 

maximă de 25 kGy . Deşi este o metodă promiţătoare, în urma interacţiunii dintre radiaţiile gama 

şi substanţă, se pot forma radicali liberi care sunt prinşi în matricea cristalelor. Testarea stresului 

indus prin iradierea γ în medicamente, poate oferi informaţii cu privire la căile de degradare şi 

stabilitatea intrinsecă a moleculei.  

III.1 Răşini dentare  

Au fost studiate şase răşini dentare compozite utilizând un amestec diferit de doi 

monomeri de tipul Bis-GMA (dimetacrilat trietilenglicol bisfenol A): hidroxietil metacrilat (HEMA) şi 

dimetacrilat uretan (UDMA) (Fig. III.1). 

Compoziţia răşinilor compozite experimentale este prezentată în tabelul III.1. 
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Fig. III.2  Spectrele RES ale răşinilor compozite după iradiere 

 

Tabelul III.1 Compoziţia răşinilor experimentale 

Amestec de monomeri + 
filer hibrid (% m/m) 

/ 
Sistem de iniţiere (% m/m) 

- Bis-GMA336 (12) 
- HEMA (8) 
 

+ 
- cuarţ (32) 
- Sr/Zr (32) 
- FHap (16) 

-Bis-GMA336 (7) 
-UDMA (3) 
-HEMA (10) 

+ 
- Quartz (32) 
- Sr/Zr (32) 
- FHap (16) 

-CQ 
- DMAEM  

proba 5 proba 7 

- CQ - 
- DMAEM  
- E-4-DMAB  

proba 6 proba 8 

- CQ - 
- E-4-DMAB  

proba 9 proba 10 

 

După preparare, probele compozite au fost vitrificate prin expunere la radiaţie vizibilă. Spectrele RES 

în banda X la temperatura camerei evidenţiază prezenţa radicalilor polimerici ai derivaţilor metacrilici 

(Fig. III.2) formaţi ca urmare a vitrifierii sistemelor. 

Cinetica formării radicalilor în funcţie de timpul de expunere la radiaţii a fost caracterizată determinând 

concentraţia relativă a radicalilor pentru diferite perioade de iradiere (Fig. III.3). Concentraţia de 

radicali din probe a fost evaluată prin monitorizarea dublei integrale normalizate a semnalului RES, 

utilizând programul Origin 8 [10]. Se constată din analiza curbei o creştere a concentraţiei relative de 

radicali liberi pe parcursul procesului de polimerizare a probelor, după aproximativ trei minute însă 

intervenind fenomenul de saturaţie.  
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Fig.  III.4 Variaţia în timp a intensităţii relative a 

semnalului RES 

 
Fig. III.3  Dependenţa intensităţii relative a 

semnalului RES de timpul de iradiere 

 

 

 

 

Pentru a determina stabilitatea în timp a radicalilor formaţi în procesul de polimerizare, în figura III.4 a 

fost reprezentată variaţia în timp a intensităţii semnalului RES. Se observă tendinţa generală de 

scădere a concentraţiei relative de radicali liberi în timp. Sumarizând rezultatele, se poate conchide 

faptul că fotopolimerizarea răşinilor dentare de tipul celor analizate implică formarea de radicali liberi 

stabili în timp, concentraţia acestora fiind dependentă atât de sistemul iniţiator cât şi de amestecul de 

monomeri utilizaţi în obţinerea răşinilor compozite [34].  

III.2 Purinethol 

Purinetholul  [1,7-dihydro-6H-purine-6-thione, C5H4N4S×H2O] sau 6-mercaptopurina, este un 

agent antineoplazic ce se administrează în chimioterapie, pentru tratarea leucemiei acute şi a 

leucemiei granulocitare cronice. Purinetholul sub formă de pulbere microcristalină 

(GlaxoSmithKline, United Kingdom) a fost expus la radiaţii γ intr-o sursă de 60Co (GAMMA 

CHAMBER 900) în condiţii ambientale. Doza de radiaţii absorbită de probe a fost cuprinsă în 

intervalul 0 – 25 kGy [35]. Au fost detectaţi şi caracterizaţi prin spectroscopie RES radicalii induşi 

de radiaţii în probe. Spectrele RES au fost înregistrate la temperatura camerei în banda X (9-

10GHz), cu o modulaţie a câmpului de 100 KHz (Fig. III.5).  

Pentru determinarea parametrilor magnetici specifici, spectrul experimental a fost simulat 

cu programum POWFIT. Spectrul pare să aparţină în principal radicalului sulfinil RSO- cu 

parametrii spectroscopici gzz=2.0232 şi gxx=gyy=2.0048 format prin oxidarea radicalului thyl. În 

afara radicalului thyl, mai există două specii paramagnetice cu parametrii magnetici g1=1.998 şi 

A1≈3 G, şi respectiv g2=2.002 şi A2≈17 G.  
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Fig. III.6  Curba doză-răspuns 

 
 

Fig. III.5  Spectrele RES experimentale şi spectrul simulat ale purinetholului iradiat gama la diferite 

doze 

Integrala relativă a intensităţii spectrului RES de absorbţie (proporţională cu integrala 

dublă a semnalului RES normalizată per milligram de probă), în funcţie de doza absorbită, 

reprezintă curba doză-răspuns (Fig. III.6).  

Din analiza curbei se poate deduce faptul că iradierea cu radiaţie gamma a purinetholului 

determină o creştere a concentraţiei de radicali cu diferiţi parametrii de generare şi recombinare 

[60].  

III.3 Clorhidrat de metformin 

Clorhidratul de metformin [1,1-dimethylbiguanide hydrochloride] utilizat în tratamentul 

diabetului zaharat de tip 2, este un antidiabetic care în prezenţa insulinei endogene sau exogene, 

produce o reducere a nivelului glucozei din sânge. Clorhidratul de metformin (Berlin Chemie, 
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Fig. III.7  Spectrele RES experimentale şi spectrul simulat ale metforminului iradiat  la 

diferite doze 

 
 

Fig. III.8  Curba doză-răspuns 

Germany), a fost expus la radiaţii γ, doza de radiaţii absorbită de probe fiind cuprinsă în intervalul 

0 – 4 kGy. Spectrul RES experimental al pulberii de metformin iradiat (Fig. III.7) este reprezentat 

de un triplet de linii largi, cu raportul intensităţilor 1:2:1, consatându-se şi în cazul acestui 

medicament, o creştere a intensităţii semnalului RES cu doza de radiaţii absorbită.  

Prin simularea şi fitarea spectrului experimental au fost determinaţi parametrii magnetici 

caracteristici. Factorul de despicare spectroscopică a radicalilor şi constanta de despicare 

hiperfină a electronului liber cu protonii din vecinătate şi cu nucleul de azot 14N, arată existenţa a 

două specii radicalice magnetic neechivalente, având parametrii:  

• specia 1: aCH2 = 25,1 G, aNH = 6,8 G şi aN= 10,4 G, respectiv,  

• specia 2: aCH2 = 18,5 G, aNH = 16,7 G şi aN = 6,4 G. 

Spectrele RES experimentale ale pulberilor de metformin, iradiate la diferite doze, au fost folosite 

pentru generarea curbei doză-

răspuns (Fig. III.8). Din analiza 

acestei curbe, se deduce faptul că 

iradierea cu radiaţie gamma a 

metforminului determină o creştere 

a concentraţiei de radicali, după o 

ecuaţie liniară. Această dependenţă 

a intensităţii semnalului RES de 

doza absorbită, demonstrează 

faptul că metforminul poate fi utilizat 

ca indicator biodozimetric [36]. 
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Fig. IV.1 . Formarea spin aductului PBN-OH � 

 
Fig. IV.2  Dependenţa intensităţiii semnalului RES de 

concentraţia de PBN 

IV. Detec ţia indirect ă prin metoda „spin trapping” (ST/EPR) 
a radicalilor liberi genera ţi în unele sisteme biomedicale 
 

Identificarea radicalilor liberi cu timp de viaţă scurt, cum este spre exemplu cazul 

radicalilor hidroxil sau superoxid în sisteme chimice şi biologice a devenit posibilă prin intermediul 

spectroscopiei RES utilizând metoda capcanelor de spin. Nici o altă tehnică utilizată in vivo nu s-

a dovedit a fi la fel de sensibilă şi specifică din punct de vedere analitic, pentru detecţia radicalilor 

liberi [14, 15]. Sistemele alese pentru studiul radicalilor liberi, prin metoda capcanelor de spin, 

sunt reacţia Fenton, sistemul biologic xantin-xantin oxidază şi superoxidul de potasiu. Primul 

dintre acestea este un sistem care generează radicali hidroxil, al doilea radicali superoxid iar 

ultimul generează ambele tipuri de radicali. 

IV.1 Reacţia Fenton  

Oxidarea substraturilor organice în prezenţa fierului (II) şi a peroxidului de hidrogen este 

numită " reacţie Fenton ". Deşi natura  speciilor oxidante obţinute în reacţia Fenton este încă un 

subiect de discuţie, concluzia general acceptată este că mecanismul cel mai probabil pentru 

generarea radicalilor hidroxil (• OH) foarte reactivi în sisteme biologice, este reacţia Fenton, 

reacţia fiind de asemenea capabilă să genereze stări de oxidare superioare ale fierului [37-40]. 

Au fost detectaţi şi caracterizaţi prin spectroscopie RES de joasă şi înaltă frecvenţă 

(bandă X şi bandă W), radicalii 

generaţi în reacţia Fenton utilizând 

capcana de spin PBN (Fig. IV.1). 

După prepararea sistemului Fenton, 

utilizând diferite concentraţii de 

PBN, au fost înregistrate spectrele 

RES în banda X la temperatura 

camerei.  

Pentru determinarea concentraţiei 

optime de PBN a fost reprezentată 

curba dependenţei intensităţii 

semnalului RES de concentraţia de 

capcană (Fig. IV.2). Un domeniu 

optim al concentraţiei capcanei de 
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Fig. IV.4  Spectrele RES în bandă X şi respectiv W,  la temperatură joasă, ale spin 
aductului PBN-OH � 

 

 
 

Fig. IV.3  Spectrul RES în bandă X, la 

temperatura camerei, al spin aductului 

PBN-OH � 

spin este cuprins între 80-100 mM.  

Pentru creşterea concentraţiei de spini captaţi, s-a 

apelat la extracţia organică a spin aducţilor şi 

concentrarea acestora. Avantajul extracţiei organice 

(cloroform/metanol, 2:1 vol.) constă în faptul că 

aductul este transferat într-un mediu cu constantă 

dielectrică mai mică (în cazul de faţă cloroform).  

A fost înregistrat spectrul RES în bandă X la 

temperatura camerei; din analiza spectrului, au fost 

determinate constantele de despicare hiperfină 

izotropice corespunzătoare atomilor de azot şi 

hidrogen: aN=15.266 G respectiv aH=3.8 G (Fig. 

IV.3).  

Au fost înregistrare în continuare spectre RES în 

banda X la temperatura azotului lichid (Fig.IV.4). Se 

observă din analiza spectrului, că anizotropia factorului de despicare hiperfină nu este complet 

rezolvată nici la temperatură joasă. Pentru a înlătura acest neajuns, în continuare au fost 

înregistrate spectrele RES la temperatură joasă în câmp înalt. Spectrele experimentale în banda 

W au fost simulate şi fitate cu ajutorul programului EasySpin. Valorile tensorului g  

corespunzătoare radicalului hidroxil, obţinute în urma simulării sunt: gxx=2.00916, gyy=2.00614, 

gzz=2.00221 iar cele ale tensorului de despicare hiperfină: Axx=4.32 G, Ayy=4.67 G şi Azz=34.68 G 

(Fig. IV.4). Se constată în concluzie că o metodă fiabilă şi exactă de caracterizare a radicalilor 

generaţi în sisteme este metoda ST/EPR în câmp înalt. 
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Fig. IV.6  Spectrele RES în banda X, la temperatura camerei, ale soluţiilor A, B şi C 
 

 
 

Fig. IV.5  Reacţia de formare a spin aducţilor DEPMPO- OH � şi DEPMPO-OOH 

IV.2 Superoxidul de potasiu 

 Superoxidul de potasiu (KO2) este un  sistem puternic nucleofil, ce formează legături de hidrogen 

în apă suferind disproporţionare rapidă în radicali de tip hidroperoxid HOO- 
şi hidroxil HO-  [44, 

45]. Prin dizolvarea lui în solvenţi organici aprotici precum dimetil sulfoxidul (DMSO), se obţine 

anionul superoxid. S-a urmărit detectarea şi caracterizarea radicalilor superoxid şi hidroxil 

generaţi de superoxidul de potasiu în soluţie alcalină folosind capcana de spin DEPMPO (Fig. 

IV.5).  

Stabilitatea de 10 ori mai mare a spin aducţilor de DEPMPO faţă de cei ai DMPO, determină 

un raport semnal/zgomot mai mare în condiţii experimentale identice. În plus, fosforul 31P (I=1/2) 

determină despicări suplimentare, spectrele înregistrate fiind mai complexe, dar mult mai 

informative decât cele obţinute folosind DMPO [23-25, 41].  

Au fost preparate trei soluţii (A, B, şi C) cu rapoarte diferite între cantitatea de superoxid de 

potasiu din soluţie şi cantitatea de capcană de spin utilizată (1 µl KO2/10 mM DEPMPO- proba A,  

10 µl KO2/15 mM DEPMPO- proba B, 20 µl KO2/20 mM DEPMPO- proba C).  
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Fig.IV.8  Conformeri ai spin aducţilor 

DEPMPO-OOH şi DEPMPO-OH 

 
 
Fig.IV.7  Atribuirea peak-urilor spin aducţilor 

DEPMPO-OOH şi DEPMPO-OH pe spectru 

Achiziţia spectrelor RES s-a făcut în bandă X la temperatura camerei, la aproximativ două minute 

de la iniţierea reacţiei (Fig. IV.6). 

Se constată din spectre faptul că se poate face distincţie între spin aducţii DEPMPO-OH şi 

DEPMPO-OOH (Fig.IV.7).  

 

Constantele de despicare hiperfină (a) ale aducţilor au fost determinate în urma simulării 

spectrelor experimentale pentru fiecare soluţie în parte (Fig. IV. 9) [47], şi au fost înregistrate în 

tabelul IV.1. Simularea spectrelor experimentale demonstrează existenţa a doi conformeri (cis şi 

trans) (Fig. IV.8) pentru fiecare tip de spin aduct, între conformeri existând un schimb rapid [46]. 

 

Tabelul IV.1  Valorile constantelor de despicare hiperfină ale aducţilor DEPMPO/OH şi 

DEPMPO/OOH  

 

 

După simularea spectrelor, s-a studiat evoluţia în timp a acestora (Fig. IV.10). Se observă în 

cazul soluţiei A o degradare rapidă a aducţilor DEPMPO-OH. Curba înregistrată în cazul soluţiei 

B demonstrează o stabilitatea mai mare în timp a spin aducţilor, iar în cazul soluţiei C spectrul 

scade mai rapid în intensitate decât în cazul soluţiei B, dar în acelaşi timp acesta îşi modifică şi 

forma.  

Acest fapt demonstrează o conversie a spin aductului DEPMPO-OOH în DEPMPO-OH odată cu 

creşterea cantităţii de oxigen din probă.  
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Fig. IV.11  Spectrele RES în bandă X şi W ale spin aductului DIPPMPO-OOH 
 

 

 
Fig. IV.10  Curbele de descompunere a spin aducţilor, în 

cazul soluţiilor A, B şi C 

 
 
Fig IV.9  Spectrele experimentale şi cele 
simulate pentru soluţiile A, B şi C 

IV.3 Xantin-xantin oxidaza 

 Sistemul xantin-xantin oxidază prezintă o importanţă biologică majoră, el generând specii 

reactive ale oxigenului. Au fost studiaţi radicalii generaţi de acest sistem utilizând trei tipuri de 

capcane de spin: DMPO, DEPMPO, DIPPMPO. S-a urmărit determinarea condiţiilor optime de 

detecţie a radicalului superoxid, cu scopul de a fi analizat prin spectroscopie RES de joasă şi 

înaltă frecvenţă. Cu DMPO şi DEPMPO timpul de înjumătăţire al spin aductului este foarte scurt 

(45 s respectiv 15 minute) [41-43], motiv pentru care măsurarea în banda W la temperatură joasă 

a fost imposibil de realizat.  

Utilizând  DIPPMPO (5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) şi realizând extracţia 

organică a spin aducţilor (cloroform/metanol, 2:1 vol.) a fost posibilă înregistrarea spectrelor RES 

atât în banda X cât şi în banda W (Fig. IV.11). 
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Fig. V.1 . Structurile unor radicali sintetici stabilizaţi 

V. Caracterizarea compu şilor antioxidan ţi 

V.1 Tipuri de antioxidan ţi 

Pentru a preveni oxidarea şi daunele provocate de concentraţiile în exces de radicali liberi 

generaţi în sistemele biologice, există mai multe grupuri de agenţi antioxidanţi dintre care 

amintim: antioxidanţii enzimatici (enzimele), antioxidanţii neenzimatici şi compuşii exogeni. 

V.2 Stresul oxidativ 

Radicalii liberi în general şi speciile reactive ale oxigenului (SRO), azotului şi clorului în 

particular, se crede că au o contribuţie majoră în dezvoltarea mai multor boli legate de vârstă, şi 

în procesul de îmbătrânire în sine [19, 48], prin provocarea "stresului oxidativ" şi a "deteriorării 

oxidative".  

Deoarece stresul oxidativ este implicat în variate afecţiuni patologice, se acordă o 

importanţă deosebită metodelor de „cuantificare” a daunelor provocate, precum şi a identificării 

compuşilor ce pot atenua sau chiar eradica efectele acestuia. În acest sens, de o mare actualitate 

este studiul activităţii antioxidante a diverşi compuşi naturali şi extracte naturale precum şi ale 

produselor alimentare şi a probelor biologice. 

V.3 Determinarea activit ăţii antioxidante 

O tehnică aplicată în ultimii ani pe scară largă pentru determinarea activităţii antioxidante, 

şi studiul calităţii produselor este tehnica RES [26]. Astfel, o metodă aplicată frecvent în scopul 

asigurări calităţii produselor alimentare este tehnica RES utilizând  capcane de spin precum 

PBN, DMPO, DEPMPO, POBN, etc. [49-53]. 

 O altă metodă folosită frecvent în 

RES pentru determinarea activităţii 

antioxidante este utilizarea de radicali 

naturali stabilizaţi (radicali nitroxidici, 

Fig. V.1). 

Există doi parametrii distincţi, care 

sunt determinabili din cinetica degradării : 

potenţialul antioxidant şi capacitatea 

antioxidantă [54] (Fig. V.2).  



 

22 

 
 

Fig. V.2  Cinetica unui radical sintetic degradat de două tipuri de antioxidanţi 1 şi 2. 

 

Metoda RES este preferabilă altor tehnici (precum TEAC) datorită faptului că este mult 

mai specifică, ca urmare a formării de semnale caracteristice. Astfel, se poate face diferenţierea 

între numeroase substanţe care contribuie la activitatea antioxidantă totală a unui compus, 

rezultând o evaluare mai precisă a activităţii antioxidante a compusului.  

V.4 Rezultate asupra sistemelor studiate 

Au fost efectuate studii RES privind activitatea antioxidantă a unor sucuri comerciale şi 

naturale şi a unor extracte naturale (seminţe de struguri şi Calluna Vulgaris) folosind radicalul 

nitroxidic Tempol (2,2,6,6-tetramethyl-4-hydroxypiperidine-oxyl) [55, 56-57]. În urma oxidării 

acestuia, numărul de specii paramagnetice scade în timp cu diferite rate, în funcţie de cantitatea 

de antioxidanţi prezentă în probă şi de potenţialul antioxidant al acestora. Înregistrând scăderea 

semnalului RES în timp, se pot extrage concluzii referitoare la caracterul antioxidant. 

V.4.1 Sucuri naturale şi comerciale 
A fost caracterizată activitatea antioxidantă şi evaluată autenticitatea unor sucuri 

comerciale necarbogazoase de mere şi struguri. Se observă (Fig. V.3) că intensitatea semnalului 

RES scade în timp ca urmare a interacţiunii nitroxidului cu complexul antioxidant prezent în sucuri 

(polifenoli şi vitamine). Ratele de reacţie dintre compuşii antioxidanţi şi Tempol au fost 

monitorizate utilizând dubla integrală normalizată a semnalului RES (DIEPR), care este 

proporţională cu cantitatea de specii paramagnetice în timp (Fig. V.4).  

Dubla integrare a semnalului, la diferite momente, a fost realizată prin utilizarea 

programului WIN EPR (Bruker Instruments). Comparând sucul proaspăt de mere cu sucul 

comercial, putem spune că cel proaspăt are caracter antioxidant puţin mai accentuat 

(knatural=0.02, kcomercial=0.035), situaţia fiind similară şi în cazul sucului de struguri (knatural=0.017, 

kcomercial=0.024).  
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Fig. V.4  Dubla integrală normalizată a spectrelor RES pentru sucuri în funcţie de timp. 

 
a)      b) 

 
Fig. V.3  Spectrele RES ale tempolului după diferiţi timpi de incubare în suc natural 

de mere (a) şi struguri (b) 

În termeni de activitate antioxidantă, putem conchide că sucurile comerciale analizate au 

calitate similară cu a sucurilor proaspete, astfel că acestea sunt corect etichetate, chiar dacă 

există o mică diferenţă între ele [18]. 

 

 

V.4.2 Extracte naturale 
Deoarece stresul oxidativ mediază apariţia efectelor adverse ale radiaţiilor la nivelul pielii,  

aportul regulat sau aplicarea topică de antioxidanţi sunt considerate a fi utile reducerii efectelor 

vătămătoare ale expunerii la radiaţii. Din multitudinea de agenţi cu rol fotochemoprotectiv, 

antioxidanţii de origine vegetală par a fi cei mai promiţători. Dintre aceştia, extractele de seminţe 

de struguri şi Calluna Vulgaris au constituit obiectul nostru de studiu. 
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a)      b) 

 
Fig. V.5 Spectrele RES ale tempolului după diferiţi timpi de incubare în extract de BM (a) şi 

acid galic (b) 

 
 

Fig. V.6  Dubla integrală normalizată a spectrelor RES pentru 
extractul BM şi acid galic 

Seminţe de struguri (soiul Burgund Mare) 

S-a urmărit evaluarea efectelor fotochemoprotective ale extractului de seminţe de struguri 

[57], după expuneri multiple la radiaţii UVB. Cu acest scop, s-au analizat modificările adaptive ce 

implică stresul oxidativ, respectiv protecţia antioxidantă şi felul în care aplicarea topică a unui 

extract de BM pe pielea şoarecilor SKH-1, înainte sau după iradiere, poate inhiba vătămarea pielii 

prin modularea mecanismelor de protecţie antioxidantă. 

Activitatea antioxidantă a extractului a fost evaluată prin monitorizarea concentraţiei de 

Tempol după adiţia extractului de struguri şi comparată cu cea a acidului galic (Fig V.5) [17, 58].  
 

Comparând activitatea antioxidantă a extractului cu cea a acidului galic, se consată că extractul 

de seminţe de struguri 

are un caracter 

antioxidant mai slab. Rata 

de reacţie dintre extract şi 

Tempol s-a monitorizat 

utilizând dubla integrală 

normalizată a semnalului 

RES (Fig.V.6). 

Cu scopul 

determinării şi cuantificării 

efectelor extractului 

asupra pielii iradiate, a 

fost determinată 

activitatea unor enzime 

antioxidante prezente în 
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piele precum: superoxid dismutază (SOD), catalază (CAT) şi glutation peroxidază (GPx). De 

asemenea au fost determinate nivelurile de malondialdehidă (MDA), produsul final al procesului 

de peroxidare lipidică.  

 Pielea a mai fost examinată pentru depistarea celulelor arse la 24 ore după ultima 

expunere. Pe loturile în care s-a aplicat extract s-a evidenţiat o scădere cu 40-50% a numărului 

de celule arse, fapt ce demonstrează efectul protectiv al extractului. 

Rezultatele cumulate demonstrează că extractul de BM aplicat înaintea fiecărei iradieri poate 

inhiba degradările induse de expunerea repetată la radiaţii UVB, prin modularea mecanismelor 

de protecţie antioxidantă.  

Calluna Vulgaris 
 

Au fost evaluate efectele fotochemoprotective ale extractului de Calluna Vulgaris asupra 

pielii şoarecilor albinoşi SKH-11 după expunerea la doze multiple de radiaţii UVB, metodologia 

fiind cea utilizată în cazul extractului de seminţe de struguri. Activitatea antioxidantă a extractului 

s-a evaluat prin spectroscopie RES utilizând radicalul nitroxidic Tempol [58]; s-a urmărit 

concentraţia radicalului după adiţia de extract de CV şi acid galic (Fig.V.7).  

 

Rata de reacţie dintre extract şi Tempol s-a monitorizat utilizând dubla integrală 

normalizată a semnalului RES (Fig. V.8). După cum se observă în figura V.7, extractul are o 

activitate antioxidantă mai slabă decât cea a acidului galic, rezultat obţinut şi în cazul extractului 

de BM.  
S-a constatat că pretratarea cu extract a determinat o scădere uşoară a numărului de celule arse, 

efect evidenţiat şi în cazul utilizării extractului de BM. 

 
 

a)      b) 
 

Fig. V.7  Spectrele RES ale tempolului după diferiţi timpi de incubare în extract de CV 

(a) şi acid galic (b) 
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Fig. V.8  Dubla integrală normalizată a spectrelor RES pentru 

extractul de Calluna Vulgaris şi acidul galic 

 
 

Fig. V.9 Dubla integrală normalizată a spectrelor RES pentru acidul galic şi 
extractele de BM şi CV 

Rezultatele asupra ambelor extracte, 

sugerează faptul că aplicarea topică 

a extractelor de BM sau CV, suprimă 

considerabil deteriorările induse de 

expunerea multiplă la radiaţii UV-B, 

prin inhibarea vătămărilor ADN şi 

apoptozei. Se constată, de 

asemenea, că extractul de BM are un 

caracter antioxidant uşor mai puternic 

decât cel de CV (Fig. V.9), de aceea 

este de aşteptat ca BM să fie mai 

eficient în blocarea reacţiilor în lanţ 

produse de ROS în pielea expusă la 

radiaţii UVB [59]
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Concluzii  
 

� Spectroscopia RES este o tehnică foarte sensibilă de detec ţie direct ă sau indirect ă a 

radicalilor liberi prezenţi în sisteme biologice sau farmaceutice. 

� Măsurătorile RES directe efectuate asupra pulberilor de Purinethol şi Clorhidrat de 

Metformin iradiate cu radiaţii gama demonstrează prezenţa mai multor specii 

paramagnetice stabile, a căror concentraţii relative depind de doza absorbită.  

� Dependenţa liniară a intensităţii semnalului RES în funcţie de doza absorbită, 

demonstrează că metforminul poate fi utilizat ca indicator biodozimetric. 

� Măsurătorile RES asupra unor răşini compozite fotopolimerice au arătat formarea şi 

persistenţa unor radicali polimerici ai derivaţilor metacrilici, a căror concentraţie este 

dependentă atât de sistemul iniţiator cât şi de amestecul de monomeri utilizaţi în obţinerea 

răşinilor compozite. 

� Radicalii hidroxil generaţi în reacţia Fenton au fost detectaţi şi caracterizaţi prin 

spectroscopie RES de joasă şi înaltă frecvenţă (bandă X şi bandă W), utilizând capcana 

de spin PBN (N-terţ-butil-α-fenilnitronă).  

� Pentru sistemul xantin-xantin oxidază speciile reactive ale oxigenului (în special superoxid 

şi peroxid de hidrogen) au fost detectate utilizând trei tipuri de capcane de spin: DMPO 

(5,5-dimetil-1-pirolin-N-oxid), DEPMPO (5-dietoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid) şi 

DIPPMPO(5-diizopropoxifosforil-5-metil-1-pirolin-N-oxid). S-a urmărit determinarea 

condiţiilor optime de detecţie a radicalului superoxid, prin spectroscopie RES de joasă şi 

înaltă frecvenţă (banda X şi W). 

� Superoxidul de potasiu dizolvat în dimetil sulfoxid (DMSO) a fost utilizat ca sistem 

generator de radicali hidroperoxid HOO- 
şi hidroxil HO-. S-a urmărit detectarea şi 

caracterizarea radicalilor generaţi de superoxidul de potasiu în soluţie alcalină folosind 

capcana de spin DEPMPO. S-a constatat faptul că stabilitatea spin aducţilor este puternic 

dependentă de raportul dintre cantitatea de superoxid de potasiu din soluţie şi cantitatea 

de capcană de spin utilizată.  

� Utilizarea radicalilor nitroxidici stabili şi a spectroscopiei RES este o metodă foarte 

sensibilă pentru evalurea calitativă a capacităţii antioxidante a extractelor naturale. Au fost 

astfel caracterizate câteva sucuri naturale (sucuri de mere şi struguri ) şi extracte de plante 

utilizate în dermatologie (seminţe de struguri şi Calluna Vulgaris). S-a constatat că ambele 

extracte aplicate pe pielea şoarecilor expusă la radiaţii UVB, au rol fotochemoprotectiv, 

fiind eficiente în blocarea reacţiilor în lanţ produse de speciile reactive ale oxigenului în 

piele. 
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