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8. INTERACTIUNI ANTIOXIDANTE DINTRE UNII COMPUSI NATURALI
DIN STRUGURI

Crina VICOL, Gheorghe DUCA
Institutul de Chimie, Universitatea de Stat din Moldova

Rezumat. In acest studiu au fost investigate interactiunile antioxidante dintre compusii
naturali din struguri, cum ar fi catechina, resveratrolul, acidul ascorbic, acidul
dihidroxifumaric, acidul tartric, acidul citric si preparatul ecologic ENOXIL. Metodele
spectrometrice UV-Viz si Stopped-Flow au fost folosite pentru a evalua activitatea
antioxidanta utilizand teste precum: DPPH, ABTS, Folin-Ciocalteu, FRAP, conform
protocoalelor existente in literaturd. De asemenea, a fost investigat modul in care
solventul (apa, etanol), matricea de vin si solutia tampon fosfat influenteaza activitatea
antioxidantd a acestor compusi si tipurile de interactiuni antioxidante dintre ei.
Rezultatele au indicat prezenta unor efecte sinergice intre acidul ascorbic si acizii
tartric, citric, dihidroxifumaric, ENOXIL si catechina. in special, a fost stabilit ca
amestecul catehind — acid ascorbic prezinta o activitate antioxidantd care depinde de
concentratia acidului. In schimb, combinatia resveratrol - catechini prezinti efecte
antagoniste, suggerand ca acesti doi compusi pot sa se anuleze reciproc in ceea ce
priveste activitatea lor antioxidantd. De asemenea, a fost constatat cd, in matricea de
vin, compusii au o activitate antioxidantd semnificativ mai mare decat in etanol.

Preparatul ENOXIL s-a dovedit a avea proprietati reducétoare crescute in solutia
tampon fosfat. Aceste rezultate ofera o intelegere mai bund a modului in care compusii
din struguri interactioneaza intre ei si cu mediul ambiant In ceea ce priveste activitatea
lor antioxidanta. Aceste constatari pot fi utile in dezvoltarea de produse antioxidante
sau suplimente alimentare eficiente.

Cuvinte-cheie: antioxidant, acid ascorbic, acid dihidroxifumaric, catehini, resveratrol,
ENOXIL, radical liber.

ANTIOXIDANT INTERACTIONS AMONG SOME NATURAL
COMPOUNDS IN GRAPES

Summary. In this study, the antioxidant interactions between natural grape
compounds such as catechin, resveratrol, ascorbic acid, dihydroxyfumaric acid,
tartaric acid, citric acid and the ecological preparation ENOXIL were investigated.
UV-VIS and Stopped-Flow spectrometric methods were used to evaluate the
antioxidant activity using tests such as: DPPH, ABTS, Folin-Ciocalteu, FRAP,
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according to existing protocols in the literature. It was also investigated how the
solvent (water, ethanol), wine matrix and phosphate buffer influence the antioxidant
activity of these compounds and the types of antioxidant interactions between them.
The results indicated the presence of synergistic effects between ascorbic acid and
tartaric, citric, dihydroxyfumaric, ENOXIL and catechin acids. In particular, it was
established that the catechin — ascorbic acid mixture exhibits an antioxidant activity
that depends on the concentration of the acid. In contrast, the resveratrol - catechin
combination shows antagonistic effects, suggesting that these two compounds may
cancel each other out in terms of their antioxidant activity. It was also found that, in
the wine matrix, the compounds have a significantly higher antioxidant activity than
in ethanol.

The preparation ENOXIL has been shown to have increased reducing properties in
phosphate buffer solution. These results provide a better understanding of how
compounds in grapes interact with each other and with the environment in terms of
their antioxidant activity. These findings may be useful in the development of effective
antioxidant products or dietary supplements.

Keywords: antioxidant, ascorbic acid, dihydroxyfumaric acid, catechin, resveratrol,
ENOXIL, free radical.

1. INTRODUCERE

Strugurii reprezintd un sistem complex format din substrante bio-active si nutritive
benefice pentru mentinerea sanatatii omului. Conform datelor, continutul de acid ascorbic
(AA), catechina (CAT), resveratrol (RES), acid dihidroxifumaric (DHF), acid tartric (AT)
si acid citric (AC) in struguri este diferit, variind pe intreaga perioadd de dezvoltare si
coacere a bobitelor, astfel ca, in fructele coapte se intalnesc concentratiile de: max. 50 mg/L
AA[1], 660 — 2200 mg/kg CAT [2], 20 — 40 mg/kg RES [1],3.5- 11 g/L AT [1],0.2-0.4
g/L AC [1] si concentratii mici de DHF [3]. Multiplele procese chimice si bio-chimice din
struguri [4] fac posibila interactiunea dintre acesti compusi, precum si existenta actiunilor
comune soldate cu efecte antifungice, antibactericide, antioxidante etc [5-7].

Studiile recente aratd cd odatd combinati, compusii naturali manifestd interactiuni
antioxidante (IA) sinergice, aditive si antagoniste [7-11]. Interactiunile sinergice sunt mai
avantajoase decét cele aditive sau antagoniste, intrucit determina efecte antioxidante
crescute [12]. Conform literaturii [13], combinarea compusilor antioxidanti si non-
antioxidanti este favorizanta si din punct de a activitatii prooxidante a compusilor bio-
activi, odata ce un singur antioxidant poate manifesta caracter prooxidativ cand este utilizat
in concentratii mari.

Pe de alta parte, preparatul autohton ENOXIL este un produs multicomponent obtinut prin
oxidarea leanti a enotaninurilor din struguri [14]. In urma interactiunii cu H,O, are loc
depolimerizarea proantocianidine si imbogatirea structurilor rezultante cu grupari hidroxil
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pentru sporirea activitatii antioxidante [14]. Testele antiseptice si antioxidante au
demonstrat eficienta preparatului in tratarea infectiilor de piele si a ranilor [14]. Totusi,
investigatii referitoare la activitatea antioxidanta a ENOXIL-ului Tn combinatie cu alti
compusi naturali, precum si posibilele A dintre acestia nu au fost raportate.

Studiul dat contine date despre activitatea antioxidantd a preparatului ENOXIL si a
principalilor compusi din struguri si despre IA posibile dintre acestia, la diferite
concentratii si In diferite medii de reactie.

Rezultatele obtinute Tmbogatesc si completeaza studiile existente, de asemenea, permit
formularea unor idei mai exacte referitoare la procesele redox in care pot fi implicate
substantele studiate — procese care au loc n struguri, vinuri, precum si In organismul uman
odatd ce compusii dati sunt consumati ca hrand. De asemenea, concluziile elaborate pe
baza datelor experimentale pot fi utilizate pentru imbunatitirea efectului antioxidant si a
eficientei produselor farmaceutice, medicinale, cosmetice, alimentare etc., si a procedeelor
tehnologice utilizate.

2. REZULTATE SI DISCUTII

In sectiunea data sunt prezentate rezultatele privind studiul cineticii reactiilor dintre
antioxidantii din struguri si radicalii liberi, cu implicarea acizilor organici. De asemenea,
sunt raportate date privind interactiunile antioxidante dintre AA — AT, AC sau DHF, CAT -
AA, RES - CAT si ENOXIL — AA. Totodatd, aceastd sectiune contine date care
demonstreaza efectul solventului si a mediului de reactie asupra activitatii antioxidante,
recurgand la diferite metode specrometrice.

2.1. Interactiunile antioxidante dintre AA si AT sau AC

Prezenta acizilor naturali AT si AC in amestecul de reactic AA - DPPH" in etanol (EtOH) a
demonstrat o influenta pozitiva asupra actiunii antioxidante a AA. Concentratia Eficienta
(CEso) [15], care este un paramentru invers proportional cu puterea antioxidanta a unui
compus, este mai mica in probele ce contin acizii AT si AC. Astfel, CEsp = 0.22 mol
AOX/mol DPPH este caracteristica pentru amestecurile in care este prezenent AT sau AC,
comparativ cu CEso = 0.24 mol AOX/mol DPPH in probele unde acizii AT si AC lipsesc.
Date similare au fost raportate antetior [8, 10].

Conform Figurii 1, IA dintre AA si AT sau AC sunt dependente de concentratia compusilor
naturali, precum si de raportul molar AA/DPPH. La concentratii mai mici ale AA, au fost
nregistrate 1A antagoniste (min. 0.64 — in prezenta AT, si min. 0.46 — in prezenta AC),
urmate de cele aditive si sinergice odatd cu cresterea concentratiei de AA si, respectiv, a
raportului molar AA/DPPH. Variind concentratia de acizi organici de la 16x10* N la
800x10™* N, a putut fi observat faptul ci probele cu concentratii mai mici de AT sau AC
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poseda activitate antioxidantd mai buna, inregistrandu-se efecte sinergice de max. 1.08
pentru amestecul AA — AT (16x10™ N) si de max. 1.06 pentru AA — AC (160x10* N).
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Fig. 1. I4 dintre AA in combinatie cu diferite concentratii de A) AT si B) AC. DPPH
a fost utilizat in calitate de radical liber, solventul — 96% etanol, timpul reactiei — 30 min.
IA au fost calculate conform metodei descrise anterior [7, 13]

Tmbunititirea activitatii antioxidante a AA in prezenta acizilor organici se poate datora
mecanismului de actiune al acestui captator de radicali liberi. In acest mediu de reactie,
ionizarea AA este blocata din cauza cantitatii mari de ioni de AT sau AC prezenti 1n solutie
(Schema 1).

A-OH 1onizare

< = A-O
—
— 84
= =
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Y /
R-H + A-O R + A-O

Schema 1. llustrareadepedentei mecanismului de actiune a antioxidantului de
prezenta acizilor organici AT sau AC si ionizarea moleculei. In Schemd, A-OH reprezintd
antioxidantul in forma redusad, iar R este specia radicalica, in cazul de fata — DPPH’

Inhibarea mecanismului SPLET (deprotonarea moleculei si transferul electronului), care
presupune cedarea protonului apoi transferul electronului catre specia radicalica, determina
antioxidantul sa actioneze prin mecanismul HAT (transferul atomului de hidrogen) pentru
anihilarea DPPH’, prin care are loc transferul intregului atom de hidrogen cétre radicalul
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liber. Se stie cd AA actioneazd eficient prin mecanismul HAT donand doi atomi de hidrogen
speciilor radicalice [16].

2.2. Interactiunile antioxidante dintre AA si DHF

Compusii naturali AA si DHF, din punct de vedere a chimiei antioxidantilor, sunt niste
substante cu proprietdti reducatoare puternice, fiind capabili sd anihileze rapid radicalii
liberi precum DPPH’[7, 17]. Ambii antioxidanti se gasesc in concentratii mici Tn struguri,
AA fiind obtinut din D-manoza si L-galactoza [18] si utilizat apoi ca precursor pentru
sinteza acizilor oxalic si tartric [19]; DHF este un constituent al ciclului acizilor dicarbonici
— ciclul Baround al transformarii acidului tartric si a intermediarilor acestuia in acid oxalic
[20]. De asemenea, ambii acizi organici se gasesc in vinuri, AA fiind addugat pentru
mentinerea calittii si pentru impiedicarea oxidarii compusilor fenolici [21], iar DHF este
obtinut prin oxidarea lenta a AT in prezenta radicalilor liberi [22].

Spectroscopiile Stopped-Flow si UV-Viz au fost utilizate cu succes pentru investigarea
tipului de IA dintre AA si DHF, si pentru studiul influentei mediului de reactie asupra
activitatii antioxidante a compusilor.

2.3. Investigatii utilizind spectroscopia Stopped-Flow

Utilizarea spectroscopiei Stopped-Flow a permis investigarea cineticii reactiilor redox
dintre AA, DHF si DPPH" in primele 2 sec dupd amestecarea reactantilor. Influenta
mediului de reactie asupra activitdtii antioxidante a DHF si AA si a combinatiilor AA —
DHF a fost investigata prin utilizarea a doi solventi: 98% EtOH si matricea de vin (5 g/L
acid tartric Tntr-un amestec apa — etanol (12% v/v); pH-ul stabilit la 3.2 prin addugarea de
hidroxid de sodiu), utilizand medota DPPH [7].

Desi amestecul din care a fost formatd matricea de vin nu a demonstrat activitate
antioxidanta impotriva DPPH’, matricea de vin s-a dovedit a avea o influenta semnificativa
asupra activitatii antioxidante si vitezei de reactie a compusilor testati. Conform Figurii 2,
solutia de DPPH" de 0.25 mM este mult mai eficient anihilatd in matricea de vin decat in
98% etanol.

Eficienta maxima a 0.8 mM de DHF este de 80% in matricea de vin, pe cand in alcool de
doar 16%. Similar cazului DHF, activitatea antioxidantd a AA este mai buna in matricea de
vin, 0.18 mM AA eliminand 40% din DPPH" si circa 45% in matricea de vin.O modificare
considerabila a activitatii antioxidante se Inregistreaza pentru cea mai mica concentratie de
AA (0.06 mM), a carei eficienta creste de la 10% in etanol la 30% in matricea vinului
(Figura 2).

Rezultatele din Figura 2 sunt confirmate de datele din Tabelul 1, unde sunt reprezentate
constantele de viteza observate (kobs) pentru ambii antioxidanti, utilizati in diferite
concentratii, in 98% etanol si in matricea de vin. Valorile kobs pentru DHF sunt de 10 ori
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mai mari Tn matricea de vin, comparativ cu cele Tn 98% etanol, iar kops pentru AA sunt de
doud ori mai mari in matricea de vin.
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Fig.2. llustrarea interactiunii DPPH" cu diferite concentratii de DHF si AA in (4,
B) etanol si in (C, D) matricea de vin. Preluata [7]

Cresterea activitatii antioxidante si a vitezei de reactie a antixidantilor in matricea de vin
poate fi favorizata de prezenta unei concentratii mari de acid tartric prezent in solutia de
matrice de vin, deoarece influenta acizilor organici asupra activitatii antioxidante totale a
unor compusi naturali a fost raportata in literatura [8-11]. Datele din Tabelul 1 sunt in
concordanta cu rezultatele obtinute la interactiunea AA — AT (Figura 1) si sustine ideea ca
concentratia mare de ioni de acid tartric din matricea de vin ar putea suprima ionizarea AA
sau a DHF si, prin urmare, ar inhiba mecanismul SPLET care, dimpotriva, pare sa fie
operativ in mediul de 98% EtOH. Prin urmare, ipoteza conform careia, in matricea de vin,
antioxidantii elimind DPPH’ prin mecanismul HAT capéta credibilitate la acesta etapa. Pe
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de altd parte, reactia poate fi afectatd considerabil si de continutul mare de apa din matricea
de vin.

Tabelul 1

Constantele de viteza observate pentru DHF si AA in reactie cu DPPH" determinate Th 98%
etanol si in matricea de vin. Preluat [7]

Proba Concentratia, Kobs, S
mM 98% Etanol Matricea de vin

DHF 0.06 0.368 + 0.049 3.656 + 0.496
0.12 0.350 £ 0.030 3.863 £ 0.155
0.18 0.383 £ 0.054 3.371 £ 0.091
0.40 0.167 £0.024 2.277 £ 0,049
0.60 0.107 £ 0.076 2.122 +0.032
0.80 0.040 £ 0.016 2.181 = 0.057

AA 0.06 0.328 £ 0.036 0.654 +0.021
0.12 0.327 £0.017 0.653 + 0.006
0.18 0.385 £ 0.020 0.681 +0.015

Pentru a determina tipul IA dintre DHF si AA in 98% etanol si in matricea de vin, a fost
efectuatd o serie de experimente folosind sase concentratii de DHF (de 1a 0.06 mM péna la
0.80 mM) amestecate cu fiecare dintre cele trei concentratii de AA — 0.06, 0.12 si 0.18
(mM), dupd cum este prezentat si in Tabelul 1 [7]. Aceeasi tendintd caracterizata prin
imbunatatirea activitdtii antioxidante In matricea de vin este urmaritd si in cazul
amestecurilor AA - DHF.

Figura 3 demonstreaza prezenta unei activitati antiradicalice semnificativ mai mare a
amestecurilor de antioxidanti in matricea de vin, unde DPPH" este neutralizat in proportie
de 85%, comparativ cu datele in etanol care ilustreaza o scidere a absorbantei cu doar 0.2
unitati, echivalentul unei eficiente de numai 20%.

Valorile kops pentru toate combinatiile DHF — AA sunt prezentate in Tabelul 2. Similar cu
datele din Tabelul 1, valorile Kobs pentru amestecurile de antioxidanti sunt mai mari in
matricea de vin decat in 98% EtOH [7]. Cea mai mare constantd inregistrata in EtOH de
0.35 s corespunde amestecului DHF (0.06 mM) — AA (0.12 mM), aceasti valoare fiind
mai mica decat kobs pentru reactia DPPH" - DHF 1n etanol (Tabelul 1).
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Tn matricea de vin, valorile Kops variaza in diapazonul 0.9 s™ - 1.1 s, aceste valori fiind de
trei ori mai mari decét kops determinate in 98% EtOH [7]. Desi viteza de reactie in
amestecurile DPPH" — DHF — AA este sporita in matricea de vin, valorile date nu depasesc
Kobs pentru cazurile cand antioxidantii au fost testati separat (Tabelul 1).

i L t0
i : " = -
k ‘5 g'g ———tl
= l
r 08 8 §0,4
2
s T T T T 1
- 04 3 350 450 550 650 750
< Lungimea de undi, nm
F02
0,96
[
0 £ 0,91 ——date
2 —=— fitare
= 0,86
2
2= 0,81
Lungimea de undi, nm <
g ’ 076 +——+——+———
00 05 10 15 20
Timp, s
0,8 -
— 085 s | —10
) 06 ——tl
- 0.68 = -,20,4 J
= @
051 8 | 202 -
1=
g
I 034 ﬁ 0 T T T 1
350 450 550 650 75
0.17 Lungimea de undi, nm
0 0,8 -
s ——date
s 0,6 avtare
£04 -
2
ﬁ 0,2
0

00 05 10 15 20
Timp, s

Fig. 3. Scaderea absorbantei dupd interactiunea DPPH' cu amestecul de DHF (0.18
mM) si AA (0.18 mM) in (a) etanol 98% si (d) matrice de vin. Spectrele de absorbtie pentru
reactia dintre DPPH" si amestecul DHF — AA la 0.001s si 2s in (b) etanol si (e) matrice de
Vin. Fitarea modelul cinetic A—B la 529 nm modelul (c) si (f). Preluata [7]
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Tabelul 2

Constantele de viteza observate in 98% etanol si matricea de vin pentru reactia dintre

DPPH’ cu amestecuri de DHF — A4 luate in diferite concentratii. Preluat [7]

Concentratia | Concentratia | Kops, 5™
de AA, mM de DHF, mM Etanol Matricea de vin
0.06 0.303 + 0.040 0.914 + 0.035
0.12 0.310 £ 0.032 0.962 + 0.026
0.18 0.311 +0.021 1.029 + 0.048
0.06 0.40 0.184 +0.015 1.174 +0.130
0.60 0.117 £ 0.008 1.159 + 0.134
0.80 0.047 £ 0.011 1.103 £ 0.092
0.06 0.354 +0.010 0.734 £ 0.043
0.12 0.347 £ 0.022 0.873+0.014
0.12 0.18 0.322 £ 0.035 0.950 + 0.029
0.40 0.004 +0.000 0.997 + 0.009
0.60 0.130 + 0.007 0.882 + 0.021
0.80 0.048 + 0.008 0.984 + 0.028
0.06 0.347 + 0.016 0.874+0.014
0.12 0.326 + 0.009 0.946 + 0.008
0.18 0.18 0.333£0.017 1.009 + 0.009
0.40 0.199 + 0.018 1.034 +0.039
0.60 0.131 +£0.011 1.044 +0.021
0.80 0.042 +0.030 1.077 £ 0.010

Astfel, comparand rezultatele prezentate in Tabelele 1 si 2, se observa ca Kops pentru
reactiile de anihilare a DPPH" in matricea de vin scad de la aproximativ 3 s*, in cazul
utilizdrii unui singur antioxidant, la 1 s atunci atunci cand in reactie sunt ambii
antioxidanti. Faptul dat demonstraza ca, odatd amestecati, DHF si AA capteaza mai lent
speciile radicalice, ceea ce ar putea semnaliza asupra unor procese secundare, precum este
decarboxilarea DHF in medii mai acide. Totusi, dupa 2 s de interactiune, reactia nu este
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completd, respectiv concluzii clare asupra tipului de interactiune antioxidanta dintre AA si
DHF nu pot fi formulate la acesta etapa.

2.4. Investigatii utiliziand spectroscopia UV-Viz

Datele din literatura aratd ca AA anihileazi DPPH" in 1 — 3 min [23], iar DHF cedeaza
electroni speciilor de DPPH" in aproximativ 1 min, partea cinetica fiind caracterizata de o
etapa rapida si una lenta de interactiune cu radicalul liber [17]. Conform literaturii [15, 17]
valoarea CEsp pentru AA corespunde cu cea pentru DHF si este de 0.24 mol AOX/mol
DPPH. Repetarea acestor experimente a confirmat valoarea CEsg pentru AA de 0.24, iar in
cazul DHF a fost obtinutd CEso = 0.18 (Figura 4) — diferenta care se poate datora utilizarii
diferitilor solventi.

. 100 e, R2 = 0.9994 . 100 % R2 = 0.9996
c .. _ c —
2 g "o, CE,,=0.24 2 g o, CE4, =0.18
‘.., LY
5 60 . 5 60 "y
T T
% 40 .., % 40 °
2 20 e S 20 e
0 0
0 01 02 03 04 0 01 02 03 04
mol AA/mol DPPH mol DHF/mol DPPH

Fig. 4. Reprezentarea grafica a dependentei %DPPH remanent de raportul molar
antioxidant/DPPH pentru reactia AA - DPPH" (4) si DHF - DPPH’ (B). Date obtinute la
spectroscopia UV-Viz

Pentru determinarea tipului de [A dintre antioxidanti, diferite concentratii de AA au fost
combinate cu trei concentratii de DHF (2x10*N, 4x10“N, 8x10“N), si la amestecul dat
a fost adaugat DPPH’ (Figura 5). Reactia a decurs 30 min pentru a fi asigurata stabilirea
starii de echilibru.

Valorile A dintre AA — DHF determinate prin metoda UV-Viz evolueaza de la antagoniste
la sinergice ca o consecintd a cresterii concentratiilor ambilor antioxidanti. Prin urmare,
cea mai mare valoare sinergicd de 1.17 a fost obtinuté pentru raportul molar AA/DPPH de
0.30 in combinatie cu 8x10* N de DHF (Figura 5), care reprezinti cele mai mari
concentratii de AA si DHF utilizate in acest experiment.

Dupa cum a fost prespus, odatd cu marirea timpului de interactiune a amestecului AA —
DHEF cu radicalul liber, valorile care descriu activitatea antioxidanta totala cresc, respectiv,
si procentul de anihilare a DPPH" devine mai mare.
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Fig. 5. 14 dintre AA si DHF la diferite concentratii ale compusilor. In calitate de
solvent a fost utilizat 96% EtOH

Antioxidantii AA si DHF se comporta diferit in matricea de vin. Conform Figurii 6, AA
poseda activitate antioxidantd sporitd in matricea de vin, indicatorul CEso diminudndu-se
de la 0.24 pana la valoarea de 0.18 mol AA/mol DPPH (Figura 6A).
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Fig. 6. Dreapta de calibrare a AA (A) si DHF (B) in reactia cu DPPH" in mediu de
96% EtOH si matricea de vin.

Pe de alta parte, compusul DHF demonstreaza activitate antioxidanta redusa in matricea de
vin, comparativ cu datele obtinute in EtOH (Figura 6B). Faptul dat este confirmat de
cresterea semificativa a valorii CEsg de la 0.18 pana la 0.56, ceea e indica necesitatea unei
concentratii mai mari de DHF pentru anihilarea aceleiasi concentratii de radical liber.

Rezultatele obtinute In 96% EtOH si in matricea de vin la spectroscopia UV-Viz confirma
datele obtinute prin spectroscopia Stopped-Flow in aceiasi solventi. Activitatea
antioxidanta sporita a AA se poate datora prezentei in matricea de vin a apei — solvent in
care AA se dizolva foarte rapid. Faptul dat poate influenta viteza de cedare a electronilor
sau atomilor de hidrogen de la AA, precum si activitatea antioxidantd a copusului dat. De
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asemenea, prezenta ionilor de AT in mediu afecteaza pozitiv puterea reducatoare a AA [8,
11]. Pe de altd parte, DHF se dizolva usor in mediu de 96% EtOH si mult mai greu in
matricea simulatd de vin care contine doar 12% EtOH.

De asemenea, in prezenta concentratiei mari de AT din matrice, pot surveni unele procese
de decarboxilare a DHF dupa cum a fost demonstrat anterior [24, 25]. Aceste observatii
justifica activitatea antioxidanta redusa a DHF in matricea de vin, precum si micsorarea
valorilor Kobs (vezi subcapitolul 2.3) ale DHF si combinatiilor AA — DHF in matricea de
vin.

2.5. Studiul cineticii reactiilor CAT - radicali liberi, interactiunile antioxidante cu AA si
efectul solventului.

Polifenolul CAT apartine subgrupului de compusi naturali numiti flavonoide, si este un tip
de metabolit secundar care, datoritd proprietatilor antioxidante, joaca rol protectiv in
plante. Activitatea antioxidanta a CAT se datoreaza prezentei grupelor functionale hidroxil
n structura antioxidantului, care au capacitatea de a reduce radicalii liberi prin donarea de
electroni sau atomi de hidrogen; totodatd, structura aromaticd a compusului permite
stabilizarea radicalilor aroxil formati [26].

In studiul dat, activitatea antioxidanti a CAT a fost determinata in 96% EtOH si in matricea
de vin. De asemenea, a fost stabilita influenta AA asupra activitatii antioxidante a CAT in
matricea de vin. Experimentele au fost efectuate prin metoda spectrofotometricd UV-Viz,
utilizand radicalul DPPH.

Figura 7 aratd ca CAT, in reactia cu DPPH’, manifesta activitate antioxidanta mai buna in
matricea de vin decét in 96% EtOH. Astfel ca, indicele CEsp determinat in EtOH este de
0.18, iar in matricea de vin — de 0.12 (Figura 7A). Acest efect poate fi datorat prezentei
apei in matricea de vin, care sustine mecanismul SET-PT (sequential electron transfer —
proton transfer) de actiune in cazul flavonoidelor [27] — mecanism prin care CAT poate
anihila eficient specia radicalica.

Odata adaugate diferite concentratii de AA la reactia CAT - DPPH" in matricea de vin,
valoarea CEs dat se modifica (Figura 7, cazurile B, C si D). In cazul prezentei a 0.06mM
AA, valoarea CEsg creste de la 0.12 (farda AA) la 0.15, ceea ce inseamna ca activitatea
antioxidanta a amestecului de compusi scade. Totusi, la adaugarea a 0.08mM si 0.12mM
de AA, valoarea CEsg scade pana la 0.11 mol CAT/mol DPPH. Faptul dat indica cresterea
activitatii antioxidante a amestecului dintre CAT - AA Tn matricea de vin.

Rezultate similare, unde activitatea antioxidanta totald a amestecului AA — CAT este
dependenta de concentratia AA au fost raportate anterior [28]. Autorii au demonstrat ca la
anumite concentratii de AA, in structura CAT se produc schimbari, care rezulta cu scaderea
activitatii antioxidante totale in prezenta concentratiilor mici de AA, pe cand la concentratii
mai mari de AA, CAT polimerizeaza si formeaza proantocianidine cu putere antioxidanta
sporita [28].
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Fig. 7. Curbele de calibrare a reactiei dintre CAT si DPPH" in (4)96% EtOH si in
matricea de vin, siin prezenta diferitor concentratii de AA: (B) 0.06 mM, (C) 0.08 mM,
(D) 0.12 mM

Cunoscand faptul ca valorile CEsp ale interactiunilor AA — DPPH" (CEso=0.18) si a CAT —
DPPH" (CEso= 0.12) analizate in matricea de vin, sunt mai mari comparativ cu valoarea
CEsp a amestecului CAT — AA — DPPH" (CEsp=0.11), prezenta sinergismului in conditiile
date este justificata.

2.6. Studiul cineticii reactiilor RES - radicali liberi, interactiunile antioxidante cu CAT
si efectul solventului.

Compusul RES este un stilben natural si o fitoalexina produsd de mai multe plante ca
raspuns la rani sau la atacul agentilor patogeni, cum ar fi bacterii sau ciuperci. Datorita bio-
activitatii pronuntate, RES capatd popularitate sporitd in calitate de ingredient in
suplimentele alimentare si formulele de vitamine [29].

Analizele asupra activitatii antioxidante a RES in reactia cu DPPH’ Tn mediu de 96% EtOH
si in matricea de vin au demonstrat diferente semnificative la nivel de activitate
antioxidantd. Conform Figurii 8, In matricea de vin, puterea reducatoare a RES este
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considerabil mai mare, indicatorul CE50 in acest mediu de reactie fiind egal cu 0.61,
comparativ cu valoarea CE50= 1.19 in 96% EtOH. Similar reactieci CAT — DPPH" in
matricea de vin, injumatatirea valorii CE50 pentru RES poate fi cauzata de efectul
solventului, care este unul determinant in cazul RES [30, 31].

100 e., .
— L A EtOH e Matrice
GCJ o..,j: ..........
% 75 ..... ....f .......... A
E ....................
o o A, I
T 50 B LR .. A
o CE, (BOM)=119 "%, .
o@, o5 | CEg (Matrice)=0.61

0
0 0,25 0,5 0,75 1

mol RES/mol DPPH

Fig. 8. Curbele de calibrare a reactiei dintre RES si DPPH in 96% EtOH si in
matricea de vin, cu indicarea valorilor CEsy

Compusul natural RES a demonstrat activitatea antioxidanta atat contra radicalului liber
DPPH, cit si contra radicalului cation ABTS (ABTS™) (Figura 9). in reactia cu radicalul
ABTS procentul de inhibitie este semnificativ mai mare, de aproximativ 80% pentru [RES]
~ 0.3 g/L. Aceeasi concentratie de antioxidant in reactia cu DPPH" produce o inhibitie de
aproximativ 25%.

Diferenta mare dintre activitatea antioxidantd a RES in reactiile cu DPPH" sau cu ABTS™
poate fi cauzatd de utilizarea solventului diferit (96% etanol — in cazul metodei DPPH si
apa — in cazul testului ABTS), precum si diferitor mecanisme de actiune implicate in
reactiile redox cu fiecare dintre cei doi radicali liberi.

Rezultate similare au fost obtinute anterior [32], autorul investigatiei demonstrand ca testul
ABTS ofera rezultate mai bune in ceea ce priveste activitatea antioxidanta a RES. Gulcin
I. [32] mentioneaza ca spre deosebire de reactiile cu radicalii DPPH, care implica transferul
atomul de hidrogen, reactiile cu ABTS™ implica transferul de electronilor cétre specia
radicalica.

Pe de alta parte, Prior si col. [33] afirma cd ambii radicali liberi — DPPH si ABTS, sunt
anihilati prin ambele mecanisme HAT si SPLET. Respectiv, doar in baza acestor date este
dificil de formulat o concluzie obiectiva referitor la cauza actiunii antioxidante sporite a
RES contra ABTS™, din motivul variatiei mai multor parametri caracteristici fiecarei
metode de determinare a activitatii antioxidante.
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Investigarea IA dintre RES si CAT este o alta directie de cercetare de interes stiintific,
studiul dat fiind efectuat prin utilizarea metodei DPPH, in 96% EtOH. Rezultatele au aritat
ca amestecarea polifenolilor RES si CAT 1in diferite raporturi molare, produceo activitatea
antioxidanta totala moderata (Figura 10).
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Fig. 10. Reprezentarea %lInhibitie a DPPH* a diferitor raporturi molare de CAT/RES
(axa verticala dreapta) si a IA dintre CAT si RES (axa verticala stanga)

Raporturile molare de CAT/RES (3:1, 2:1, 1:1, 1:2 si 3:1) analizate au demonstrat doar
efecte antioxidante antagoniste. Din Figura 10, se observa clar ca procentul de inhibitie
calculat teoretic este mai mare decét cel calculat Tn baza datelor experimentale, ceea ce
denotd prezenta antagonismului. Cel mai puternic antagonism de 0.74 este prezent in
amestecul RES — CAT 2:1, iar cel mai mic efect antagonis — in amestecul RES — CAT 3:1.

Combinand acesti doi antioxidanti, efectul antagonist poate fi provocat de posibilele
interactiuni dintre RES si CAT care rezultad cu formare de aducti, complecsi intermoleculari
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sau polimeri, dupa cum a fost raportat anterior [34]. Fenomenul dat provoaca reducerea
numarul de grupari donoare de eletroni, respectiv a activitatii antioxidante totale.

2.7. Studiul cineticii reactiilor preparatului ENOXIL - radicali liberi, interactiunile
antioxidante cu AA si efectul solventului.

Preparatul ENOXIL este un produs medicinal autohton obtinut din enotaninurile din
struguri prin procese de oxidare lenta [14]. Preparatul dat consta din compusi fenolici si
carboxilici, cetone, aldehide si esteri [14], fiind un produs foarte higroscopic si instabil la
temperaturi mai mari de 70°C. Preparatul ENOXIL poseda activititi antiseptice si
antioxidante, de asemenea, este un produs medicinal non-toxic si eficient contra infectiilor
de piele [14].

Activitatea antioxidanta a preparatului autohton ENOXIL a fost studiata prin intermediul
metodelor spectrale descrise in literaturd, cu utilizarea compusilor cromofori: DPPH,
ABTS, Folin-Ciocalteu, FRAP (puterea de reducere a Felll), in apa distilata si in solutie
tampon fosfat (STF) (pH = 7.4).

Conform Figurii 11, preparatul ENOXIL posedd activitate antioxidantd in reactia cu
DPPH’, comparabild cu cea a compusilor polifenolici naturali.Valoarea CEso atat pentru
proba dizolvata in apa, cat si pentru cea din STF este de 2.1, ENOXUL-ul avand proprietati
antioxidante mai putin pronuntate decat restul compusilor testati (Figura 11).

—x—ENOXIL (H20)
—x—ENOXIL (STF)

§ —o—CAT
8 —=—GA
IS X\
L
o X
a
()]
L

0

0 0,5 1 15 2 CE520’5 21 3

[proba]/[DPPH], g/L

Fig. 11. Reprezentarea comparativi a activitatii antioxidante a preparatului
ENOXIL dizolvat in apa si in STF, a catechinei (CAT), quercetinei (QUE), acidului galic
(GA) si a resveratrolului (RES) in reactia cu DPPH

Faptul dat demonstraza ca 2.1 g/ ENOXIL anihileaza in proportie de 50% 1 g/L DPPH’,
iar pentru a anihila 100% radicalul de aceeasi concentratie, este nevoie de 4.2 g/L
ENOXIL. Comparand aceste date cu activitatea antioxidantd a compusilor naturali din
struguri — CAT, QUE, GA, RES, se observa ca preparatul ENOXIL poseda activitate
antioxidanta mai slaba, intrucét este nevoie de mai mult compus pentru a neutraliza aceeasi
concentratie de radical liber.
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Expriménd rezultatele in g-echivalenti de acid ascorbic per L (g-ech. AA/L), devine
posibild compararea activitatilor antioxidante a probelor de ENOXIL 1n apa si in STF:

0,18
mENOXIL (H20)

0,15 ENOXIL (STF)
=0,12
e
£0,09
20,06 I
$0,03 I

3,1 6,3 [éﬁngIL],zr?]gO/L 50,0 62,5

Fig. 12. Reprezentarea activitatii antioxidante a preparatului ENOXIL in apa si in
STF ca g-ech. AA/L in reactia cu 0.03 g/L DPPH’

Figura 12 ilustreaza dependenta activitatii antioxidante 8 ENOXIL-ului de concentratia
acestuia, demonstrand ca 25.00 mg/L ENOXIL actioneaza ca 0.08 g-ech. AA/L, 62.50
mg/L ENOXIL actioneaza ca 0.16 g-ech. AA/L etc. Diferenta dintre datele obtinute in apa
si in STF este nesemnifictiva, cu un mic avantaj al rezultatelor in STF, ceea ce s-ar putea
fi o consecinta a specificului metodei DPPH utilizate.

In reactia cu ABTS"™, preparatul ENOXIL prezinta activitate antioxidanta sporiti (Figura
13).
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Fig. 13. Reprezentarea CEso pentru probele de ENOXIL in apa, in STF si pentru
RES in reactia cu ABTS™

Cele doua probe de ENOXIL demonstreaza activitate antioxidantd mai mare decat
compusul natural din struguri — RES. Comparand cele doud probe de ENOXIL (in apa si
in STF), se observa ca proba dizolvata in STF poseda activitate antioxidanta semnificativ
mai mare, avand indicele CEsy = 0.06, comparativ cu CEsp = 0.14 pentru proba in apa.
Faptul dat arata ca in STF este nevoie de mai putin ENOXIL pentru anihilarea aceleiasi
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cantitati de radical liber, respectiv, in acest mediu captarea radicalilor liberi de preparatul
ENOXIL este mai eficienta.
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©
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Fig.14. Exprimarea in g-ech. Trolox/L a activitdtii antioxidante a ENOXIL-ului in
apa si in STF in urma testului ABTS

In Figura 14 este reprezentati diferenta in g-ech. Trolox/L dintre activitatea antioxidanta
a ENOXIL-ului in apa si in STF in reactia cu ABTS™. Se observa clar cd in STF activitatea
antioxidanta a preparatului este de doud ori mai mare decat in apd, spre exemplu, pentru
concentratia de 105.60 mg/L ENOXIL activitatea antioxidanta este de 0.28 g-ech.
Trolox/L pentru proba in apa, iar pentru proba in STF este de 0.70 g-ech. Trolox/L.

Testul Folin-Ciocalteu (Figura 15) a confirmat activitatea antioxidantd a preparatului
ENOXIL si a intarit ideea cd in STF preparatul dat este mai activ decét in apa, spre
exemplu, pentru concentratia 140.80 mg/L de probd a fost inregistrata o activitate
antioxidanta de 5.30 mg-ech. AG/L in apa si de 7.50 mg-ech. AG/L in STF. De asemenea,
odatd cu cresterea concentratiei de ENOXIL se mareste si diferenta dintre activitatea
antioxidanta a probelor dizolvate n apa si in STF.
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Fig. 15. Rezultatele testului Folin-Ciocalteu pentru ENOXIL in apad si in STF
exprimate Tn mg-ech. AG/L

Activitatea prooxidanta a compusilor naturali consta in capacitatea acestora de reducere a
ionul de Fe** pini la Fe?* urmati de formarea compusului cromofor Albastru de Berlin
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[35]. Figura 16 confirma capacitatea sporita a ENOXIL-ului de a reduce Fe(I11). Tn special,
activitate semnificativi manifesta probei dizolvatd in STF, care prezintd capacitate

prooxidanta de trei ori mai mare decat proba in apa: pentru concentratia maxima analizatd
de 70,40 mg/L ENOXIL- 0.13 g-ech. AA/L 1n apa, si 0.51 g-ech. AA/L in STF.
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Fig. 16. Activitatea prooxidanta a ENOXIL-Ului in apd si in STF exprimatd in g-
ech. AA/L

Activitatea antioxidanta sporita a preparatului ENOXIL in STF se poate datora faptului ca
compusii polifenolici sunt mai susceptibili la oxidare la pH bazic [36], iar in studiul dat,
cele doua medii de reactie au avut pH diferit: apa distilata — 7.0, iar STF — 7.4. Tn mediul
bazic, compusii polifenolici anihileaza speciile radicalice prin mecanismul SPLET, care
presupune initial cedarea protonului, apoi transferul electronului, astfel ca, eficienta
mecanismului dat este direct proportionala cu posibilitatea moleculelor antioxidante de a
ceda protonii. In STF, acest mecanism este sustinut prin neutralizarea protonilor cedati de
catre solutia tampon, urmata de cedarea electronului de la speciile deprotonate.

n prezenta AA, preparatul ENOXIL prezinta activitatea antioxidanta imbunatititd contra
radicalului DPPH (Figura 17). Studiile realizate in baza AA si RES sau AA si DHF [37,
38] au demonstrat ca consecutivitatea adaugarii compusilor in reactie este decisiva pentru
activitatea antioxidanta si, de asemenea, determina tipul de IA. Pentru a stabili importanta
consecutivitatii adaugarii compusilor in reactie in cazul combinatiilor ENOXIL - AA, au
fost analizate 2 abordari care se diferentiaza prin ordinea adaugarii compusilor 1n reactie:
I. 0.1 mL solutie de ENOXIL de diferite concentratii se amesteca cu 0.1 mL solutie AA
(0.0002 N), dupa care se adauga 3.8 mL DPPH’, timp de reactie — 2.5 h; si II. 1a 0.1 mL
solutie de ENOXIL de diferite concentratii se adauga 3.8 mL DPPH®, dupa 2 h la amestecul
de reactie de adauga 0.1 mL solutie AA (0.0002 N) si se lasa la intuneric inca 30 min.

Figura 17 demonstreaza ca ordinea adaugarii compusilor in reactie este esentiala. Astfel,
pentru abordarea | valoarea ECso este de 1.7 — mai micd decéat pentru interactiunea
ENOXIL — DPPH (ECso= 2.1), totusi, mai mare comparativ cu cea de-a 11-a abordare. in
cazul abordarii 11, a fost stabilitd o valoare ECsg de aproximativ 0.4 — un indice de 4.25 ori

177



PROCESE REDOX CU TRANSFER DE ELECTRONI SI PROTONI

mai mic decat cel pentru abordarea |. Faptul dat semnifica ca, intr-un proces chimic sau
bio-chimic, urmand abordarea II se poate obtine un efect antioxidant de 4.25 ori mai mare
decét prin I-a abordare.
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Fig. 17. Activitatea antioxidantd a combinatiilor ENOXIL — AA (0.0002N) in apa:
abordarea | (ENOXIL-AA-DPPH) si abordarea II (ENOXIL-DPPH-AA);si activitatea
antioxidanta a AA si a preparatului ENOXIL testati individual prin metoda DPPH

Activitatea antioxidanta distinctd pentru fiecare dintre cele doua abordari se poate datora
mecanismului de actiune diferit. Tn cazul I-ei abordari, primul compus care interactioneazi
cu DPPH’ este AA, intrucat acesta este un antioxidant rapid si puternic [7], apoi, ENOXIL
anihileaza DPPH" conform puterii antioxidante a preparatului dat (Figura 17). Tn cea de-a
I1-a abordare, dupd interactiuneca ENOXIL — DPPH" si consumarea ENOXIL-ului,
continutul de AA adaugat poate provoca unele reactii de regenerare a speciilor oxidate sau
unele procese de polimerizare si formare a structurilor cu proprietati antioxidante, dupa
cum a fost raportat pentru cazul AA — CAT [28].

In ceea ce priveste IA dintre ENOXIL si AA, acestea au fost determinate respectand trei
moduri de realizare a experimentului (Figura 18): abordarile I. si II. sunt identice cu cele
din Figura 17, abordarea Il presupune amestecarea 0.1 mL solutie de AA (0.0002 N) si
3.8 mL solutie DPPH’, timp de reactie — 30 min; dupa care se adaugd 0.1 mL solutie de
ENOXIL de diferite concentratii si se lasa reactia la intuneric timp de 2 h.

Datele din Figura 18 aratd ca toate cele trei abordari manifesta efect sinergic, totusi
abordarea II poseda cea mai puternica interactiune sinergica de 1.19. Abordarile I si III
posedad efect sinergic similar de 1.06 si, respectiv, 1.07, de asemenea, valorile %l
experimentale ale DPPH sunt asemanitoare — aproximativ 52%. Faptul dat poate fi cauzat
de urmarea aceluiasi mecanism de actiune In ambele abordari: initial interactioneaza AA
cu DPPH’, apoi ENOXIL anihileaza speciile radicalice ramase.
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Fig. 18. Activitatea antioxidanta a combinatiilor ENOXIL — AA (0.0002N) in apa:

abordarea | (ENOXIL-AA-DPPH), abordarea Il (ENOXIL-DPPH-A4A4) si abordarea 111
(AA-DPPH-ENOXIL)

Testele efectuate confirma si completeaza studiile anterioare realizate in cadrul Institutului
de Chimie si a USM asupra preparatului ENOXIL. Datele obtinute demonstreaza
activitatea antioxidantda a ENOXIL-ului si sustine utilitatea si eficacitatea acestuia in
calitate de preparat medicinal, de asemenea, propune ideea utilizarii preparatului ENOXIL

in combinatie cu un antioxidant natural, dupa cum este AA.

CONCLUZII

Activitatea antioxidantd a compusilor naturali din struguri este puternic influentata de
concentratia componentilor reactiei, de solventul utilizat, de radicalul liber etc.
Similar, interactiunile antioxidante dintre compusii antioxidanti si non-antioxidanti
sunt dependente de conditiile de reactie, astfel, combinatiile dintre compusii naturali
din struguri pot genera efecte antagoniste, aditive sau sinergice, mecanismele de
anihilare a radicalilor liberi fiind diferite.

Amestecul dintre acidul ascorbic si acizii organici tartric sau citric a demonstrat efecte
antioxidante antagoniste, aditive si sinergice (max. 1.08), interactiunea antioxidanta
sinergica datorandu-se concentratiei mari de ioni de acid tartric sau citric in reactie,
care sustine mecanismul HAT de actiune a acidului ascorbic. Combinatia dintre acizii
ascorbic si dihidroxifumaric a fost studiatd prin doud metode spectrometrice, ambele
demonstrand prezenta unui efect sinergic puternic (1.17). Activitatea antioxidanta a
compusilor s-a dovedit a fi semnificativ mai buna in matricea de vin, unde kons obtinute
la tehinca Stopped-Flow au fost de 10 mai mari decat in 98% EtOH. Datele au fost
confirmate si prin metoda UV-Viz.
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e  Catechina poseda activitate antioxidanta de 1.5 ori mai mare in matricea de vin decat
in 96% EtOH. In combinatie cu diferite concentratii de acid ascorbic, amestecul
catechina — acid ascorbic demonstreaza un efect antioxidant dependent de continutul
de acid din proba, ceea ce poate fi datorat formarii proantocianidinelor cu actiune
antioxidanta sporita.

e In mod similar, resveratrolul manifest activitate antioxidanti mai puternica (aproape
dubld) in matricea de vin comparativ cu rezultatele in 96% EtOH. Totodata, stilbenul
se dovedeste a fi un compus antiradicalic mai eficient contra radicalului ABTS decat
contra DPPH", fapt care poate fi cauzat de actiunea resveratrolului prin diferite
mecanisme de reactie. Combinatia resveratrol — catechina , testata la diferite raporturi
molare, a aratat doar efecte antioxidante antagoniste, ceea poate fi cauzat de reactiile
de polimerizare dintre acesti doi compusi, care rezultd cu misorarea numarului de
grupdri donoare de electroni sau atomi de hidrogen.

e  Preparatul ENOXIL poseda activitate antioxidanta mai mica decat compusi naturali
din struguri. Totusi, in mediu de STF, la pH= 7.4, ENOXIL a demonstrat activitate
antioxidantd semnificativ mai mare comparativ cu datele in apd. Adaugand acid
ascorbic (0.0002 N) la solutia de ENOXIL, rezultatele demonstreaza prezenta
sinergismului 1n toate probele analizate. De asemenea, a fost stabilit cd activitatea
antioxidanta totala si amploarea efectului sinergic depinde mult de ordinea adaugarii
compusilor in reactie, astfel ca cel mai mare efect sinergic — 1.19, a fost obtinut in
proba unde initial interactioneaza ENOXIL-ul cu DPPH’, apoi se adauga acidul
ascorbic.
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