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ADNOTARE

Vicol Crina, ,,Interactiuni antioxidante dintre unii compusi fenolici si acizi organici
din struguri — contributie la formarea ecovaleologica a tinerilor specialisti”, teza de doctor
in stiinte chimice, Chisinau, 2024

Structura tezei. Teza este formatd din introducere, cinci capitole, concluzii generale si
recomandari, bibliografia din 269 surse, 59 figuri, 8 tabele si 4 anexe, 128 pagini text de baza.
Rezultatele obtinute sunt publicate Tn 26 lucrari stiintifice.

Cuvinte-cheie: antioxidant, compusi fenolici, acizi organici, interactiuni antioxidante,
efect sinergic, efect antagonist, efect aditiv, struguri, ecovaleologie.

Domeniul de studiu: 145.01 Chimie Ecologica

Scopul si obiectivele tezei constau in determinarea (i) tipului de interactiune antioxidanta
dintre unii compusi fenolici si acizi organici din struguri si (i1) a dependentei efectelor antioxidante
de concentratia si combinatia substantelor investigate; (iii) formularea unor concluzii privind
consumul si utilizarea eficienta a antioxidantilor.

Noutatea si originalitatea stiintifici. In premiera au fost determinate tipurile de
interactiuni antioxidante dintre unii compusii fenolici si acizi organici naturali, fiind studiate
combinatiile si concentratiile similare celor din struguri. Au fost propuse mecanismele de
interactiune antioxidanta pentru amestecurile studiate: compus fenolic — acid organic, acid
ascorbic — acid dihidroxifumaric, acid ascorbic — resveratrol. In premiera au fost aplicate metodele
DPPH’, ABTS™ si PRFe pentru studierea activitatii antioxidante a soiurilor de struguri autohtoni
de selectie noua. Pentru prima data, subiectului interactiunilor antioxidante a fost abordat din
perspectiva conceptului de ecovaleologie in scopul formularii concluziilor privind consumul si
intrebuintarea eficienta a antioxidantilor.

Problema stiintificd solutionata rezida in identificarea efectelor antioxidante existente
intre compusii fenolici si acizii organici din struguri, fapt care relevd avantajele consumului
antioxidantilor din surse naturale sau in combinatii si concentratii similare, si serveste drept solutie
pentru caracterul prooxidant al compusilor antioxidanti.

Semnificatia teoretica. Rezultatele obtinute Tmbogatesc si completeaza studiile existente,
de asemenea, permit formularea unor idei mai exacte referitoare la mecanismele s1 procesele redox
in care pot fi implicate substantele studiate — procese care au loc in struguri, vinuri, precum si in
organismul uman odata ce compusii dati sunt consumati cu hrana. De asemenea, datele obtinute
argumenteazd importanta concentratiei, a mediului de reactie si a consecutivitatii addugarii
compusilor in reactie asupra activitdtii antioxidante totale si tipului de interactiune antioxidanta.
Rezultatele investigatiei aduc un aport stiintific si didactic privind formarea ecovaleologicd a
tinerilor in institutiile de invatamant superior.

Valoarea aplicativa se axeaza pe posibilitatea utilizarii rezultatelor experimentale obtinute
pentru imbunatatirea efectului antioxidant si a eficientei produselor farmaceutice, cosmetice si a
procedeelor tehnologice existente. Totodata, rezultatele obtinute pot fi usor integrate in continutul
cursurile didactice la disciplinele chimie, chimie ecologica, ecologie etc.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost integrate si
prezentate, timp de patru ani consecutivi, in cadrul prelegerii ,,Chimia alimentara si asigurarea
calitatii produselor. Antioxidantii” ce face parte din cursul de Chimie ecologica elaborat de acad.
Gh. Duca la Universitatea de Stat din Moldova.



ANNOTATION

Vicol Crina, ""Antioxidant interactions between some grape phenolic compounds
and organic acids - contribution to the ecovaleological education of young experts'*, PhD
thesis in chemical sciences, Chisinau, 2024

Thesis structure. The thesis consists of the introduction, five chapters, general conclusions
and recommendations, the bibliography of 269 sources, 59 figures, 8 tables and 4 appendices, 128
pages of basic text. The results obtained are published in 26 scientific works.

Key words: antioxidant, phenolic compounds, organic acids, antioxidant interactions,
synergistic effect, antagonistic effect, additive effect, grapes, ecovaleology.

Field of study: 145.01 Ecological Chemistry

The purpose and objectives of the thesis are to determine (i) the type of antioxidant
interactions between some grape phenolic compounds and organic acids and (ii) the dependence
of the antioxidant effects on the concentration and combination of the investigated substances; (iii)
to formulate conclusions on consumption and effective use of antioxidants.

Scientific novelty and originality. For the first time, the types of antioxidant interactions
between some natural phenolic compounds and organic acids have been determined, by studying
the combinations and concentrations similar to those in grapes. Antioxidant interaction
mechanisms were proposed for the studied mixtures: phenolic compound — organic acid, ascorbic
acid — dihydroxyfumaric acid, ascorbic acid — resveratrol. For the first time, the DPPH’, ABTS™"
and PRFe methods were applied to study the antioxidant activity of autochthonous grape varieties
of new selection. A new perspective on the topic of antioxidant interactions was offered by
addressing the subject from the view of the ecovaleology concept in order to formulate conclusions
regarding the consumption and efficient use of antioxidants.

The solved scientific problem resides in the identification of the existing antioxidant
effects between grape phenolic compounds and organic acids, a phenomenon that reveals the
advantages of consumption of antioxidants from natural sources or in similar combinations and
concentrations, and serves as a solution for the prooxidant character of antioxidant compounds.

Theoretical significance. The obtained results enrich and complement the existing studies,
also allow the formulation of more accurate ideas regarding the redox mechanisms and processes
in which the studied substances can be involved - processes that take place in grapes, wines, as
well as in the human body once the given compounds are consume with food. Also, the obtained
data argue the importance of the concentration, reaction environment and consecutiveness of
compounds addition in the reaction on the total antioxidant activity and the type of antioxidant
interaction. The results of the investigation bring a scientific and didactic contribution regarding
the ecovaleological training of young people in higher education institutions.

The applicative value relies on the possibility of using the conclusions developed based
on the obtained results to improve the antioxidant effect and the efficiency of pharmaceutical,
cosmetic products and the existing technological processes. At the same time, the obtained results
can be easily integrated into didactic courses of chemistry, ecological chemistry, ecology
disciplines.

Implementation of scientific results. The obtained results were integrated and presented,
four consecutive years, within the lecture "Food chemistry and product quality assurance.
Antioxidants” which is part of the Ecological Chemistry course taught by acad. Gh. Duca at the
State University of Moldova.



AHHOTAIUA

Bukoa Kpuna, KAHTMOKCHJIAHTHBIE B3aMMO/1€iiCTBHS MeKIY HEKOTOPbIMU
(peHOILHBIMH COeIMHEHUSIMH BHHOTPA/1a M OPraHN4YeCKMMH KHCJI0TaMH — BKJIaJ B
IKOBAJIE0JIOTHYecKoe 00pa3oBaHHe MOJIOABIX CHEUATNCTOB», JUCCEPTALUS 110 Ha

COMCKAaHUe YYeHOH CTelleHH JOKTOpPa XUMHU4YeCKuX Hayk, Kumunes, 2024 r.

CTpykTypa auccepranuu. Jluccepranus COCTOMT W3 BBEAEHUS, ISATH TJIaB, OOIIMX
BBIBOZIOB M peKOMEHanui, ounbmuorpadhun n3 269 ncrounukos, 59 pucyHkoB, 8 Tabmui u 4
npuioxenni, 128 crpanun ocHOBHOro tekcra. IlomydeHHble pe3yabTaThl OMyOJIMKOBaHB B 26
HAy4YHBIX paboTax.

KiroueBble cjI0Ba: aHTHOKCHIAHT, (DEHONBHBIE COEAMHEHHS, OpPraHWYECKHE KHUCIOTHI,
AQHTUOKCH/IaHTHBIE B3aUMOJICHCTBUS, CUHEpreTuuecKuil 3¢(eKT, aHTaroHUCTU4YEeCKuit 3PPexT,
AU TUBHEIN 3D PEeKT, BAHOTPA, SKOBATICOIOTHS.

O0aactb ucciaenopanusa: 145.01 Dxonoruueckass XUMHU

Heas u 3a7a4m AMCCePTANMOHHON PadoOTHI 3aKIOYAOTCA B ompeaeneHuu: (i) tuma
AHTHUOKCH/IAHTHBIX B3aMMOJCHCTBHI MEXIy HEKOTOPHIMU (DEHONBHBIMU COCTUHEHUSMH U
OpPraHMYeCKUMHU KHCJIOTaMU B BHHOTpazae W (ii) 3aBUCHMOCTH aHTHOKCHJIAHTHOTO JIEHCTBHS OT
KOHIIEHTPAllMd W COYETaHUS HCCIeAyeMbIX BemiecTB; (iii) (opMyaupoBaHHE BBIBOJIOB
OTHOCHTEJIBHO MOTpebeHus 1 () (HEKTUBHOTO UCTIONF30BaHUS AHTHOKCHIAHTOB.

Hayynass HOBHM3HA MW OpPHMIMHAJBHOCTH. BrepBble OBUIM ONpeneiIeHbl THUIIBI
AHTUOKCHUJIAHTHBIX B3aMMOJICHCTBHA MEXKIy HEKOTOPBHIMU (DEHOJBHBIMH COCTUHEHUSMH U
OPUPOJHBIMU OPTaHHMYECKUMU KHUCIOTAaMH, HUCCIEIyeMbIMH B COYETAHUSX W KOHIICHTPAILMSIX,
AQHAJIOTMYHBIX TAaKOBBIM B BHHOTpazae. lIpe/uioKeHbl MEXaHM3Mbl AaHTHOKCHIAHTHOTO
B3aMMOJICHCTBHS HCCIEAYEMBIX cMecel (DeHOJIbHBIX COEIWHEHUN M OpraHMYeCKUX KHCIOT.
Buepsbie metoast DPPH', ABTS™ u PRFe Gbuin nprMeHeHbI Ui M3y4EHHsT aHTHOKCHIAHTHOM
AKTUBHOCTH aBTOXTOHHBIX COPTOB BHHOI'paja HOBOHM ceiekuuu. BrnepBble Oblia paccMoTpeHa
TeMa aHTHOKCHJIAHTHBIX B3aUMOJACHCTBUIA C MO3UIUI IKOBAICOJIOTMYECKON KOHIICTIIUHU C LIETBI0
dbopmyIupoBaHUs BEIBOJOB 00 moTpedieHnH U 3(PPEKTUBHOM UCTIOIb30BAHUH AHTUOKCHIAHTOB.

Pemiennasi HayuyHasi mnpoOjeMa 3aKJIIOYaeTcs B  BBIIBICHUH CYIIECTBYIOLIUX
AHTUOKCHIAHTHBIX (P (HEKTOB MKy (DeHOTLHBIMH COSTUHEHHUSIMH U OPTaHUYeCKHUMH KACIOTaMHU
U3 BUHOTPAJa, YTO PACKPHIBAET MPEHMYIIeCTBa MOTPEOICHUSI aHTUOKCUIAHTOB U3 MPUPOTHBIX
WUCTOYHUKOB WM B AHAJIOTHMYHBIX KOMOWHAIMSAX W KOHIICHTPAIMSAX M CIYXHT PEIICHHEM
po0OJIeMbl MPOOKCUIAHTHOTO XapaKTepa aHTUOKCUIAHTHBIX COeTMHEHUH.

Teoperuueckoe 3Hauenwe: IlomyuyeHHbIe pe3yabTaThl O0OTalAlOT U JAOMOJHSIOT
CYUIECTBYIOIIME MCCIEOBaHMsA, a TaKKe NO3BOJSIIOT chopMynupoBarh Oojiee TOUHBIE
IPEJICTaBICHNUSI OTHOCUTEIBHO OKHUCIUTEIbHO-BOCCTAHOBUTEIBHBIX MEXaHU3MOB U MIPOLIECCOB, B
KOTOPBIX MOT'YT Y4acTBOBATh U3y4aeMble BellecTBa. Pe3ybTaThl HcCcIe10BaHUS BHOCAT HAYYHBIN
U IUJIAKTUYECKUH BKJIa/l B 9KOBAJIECOJIOIMUECKYIO TOATOTOBKY MOJIOJIBIX CHEIIMATUCTOB.

IIpuknagHoe 3HaYeHHe OPUEHTHUPOBAHO HA BO3MOXKHOCTH MCIOJIB30BAaHUS PE3yJIbTAaTOB
JiCCepTalliil Ui TIOBBIICHWS ~ AHTUOKCHJIAHTHOTO  JeWcTBUSA H  3PPEKTHBHOCTH
bapMaleBTUYECKUX, KOCMETHYECKHX, & TaKXKe CYHIECTBYIOIIUX TEXHOJIOTHYECKUX IPOIIECCOB.
[Tonmy4yeHHBIE pe3yIbTAaThl MOXKHO JIETKO HHTEIPHUPOBATH B COACPIKAHUE TUAAKTUYECKHX KYPCOB
MO TUCIUTUIMHAM XUMHUS, YKOJIOTUYECKAs XUMHUSI, SKOJIOTHS U T.JI.

BHenpenue HaydHBbIX pe3yabTaToB: [lomydeHHBIC pe3yabTaThl ObLTH UHTETPUPOBAHBI U
MPEJICTaBJICHBI HA JIEKIUH ,, XUMUS MTUIIEBBIX MPOAYKTOB U 0€30MaCHOCTh MUIIEBHIX MPOIYKTOB;
AHTHOKCUAAHTBI” B paMKax Kypca OKoJiorhyeckas XuMus, yutaemoro akaa. I. [lyka B
I'ocynapctBeHHOM YHHBepcuTeTe MOJIIOBBL.
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta temei abordate

Legatura dintre consumul de antioxidanti si starea de sandtate a oamenilor este intens
abordata si cercetatd in ultimii ani, atat In domeniul medical, medicinal, farmaceutic, al nutritiei,
cat si in sfera stiintifica si educationald. Datele demonstreazd cd datoritd diversitatii si
complexitatii structurale si a mecanismelor de actiune, antioxidantii au capacitatea de a anihila
speciile reactive [1, 2], care sunt produse in mod firesc si permanent in orice sistem natural,
inclusiv in organismul uman. In conditiile expunerii zilnice la factorii de risc generatori de radicali
liberi precum poluarea abundenta a aerului, apei, solului, stresul etc., aportul zilnic de compusi
antioxidanti este necesar pentru echilibrarea balantei reactiilor redox din organism, in conformitate
cu necesitatile si conditiile ecologice de abitare, oportune unei vieti sanatoase [3, 4]. Consumul
produselor alimentare, in special al celor de origine vegetala, este principala sursa de antioxidanti,
alaturi de consumul de suplimente alimentare tot mai mult simpatizat de populatie.

Principala diferenta dintre antioxidantii din sursele naturale si cei din suplimentele
alimentare consta, pe de o parte, In concentratiile compusilor dati, care variaza de la o sursa la alta,
si, pe de altd parte, in faptul cd, in naturd, antioxidantii se afla in combinatie cu alti compusi
antioxidanti sau non-antioxidanti — circumstantd care influenteazd semnificativ activitatea
antioxidanta totala, prin generarea efectelor antioxidante sinergice, aditive sau antagoniste [5].
Contrar faptului dat, antioxidantii aplicati individual si in concentratii mari, comparativ cu
continutul lor in natura, pot manifesta caracter prooxidant in anumite conditii de presiune, pH,
solvent, in prezenta metalelor grele [6] etc. Prin urmare, eficienta antioxidantilor este puternic
afectata atat de conditiile de reactie, cat si de concentratia si combinatia compusilor dati, studiile
indicand asupra unei capacitati antioxidante sporite a extractelor, sucurilor, a amestecurilor
similare celor din sistemele naturale [7-10].

Strugurii reprezintd niste sisteme complexe care cuprind un numar impundator de compusi
organici si anorganici, o mare parte dintre acestia posedand activitate antioxidanta. Pana in prezent,
vitaminele si compusii fenolici din struguri au fost subiectul de studiu a sute de mii de cercetari
stiintifice care au demonstrat si accentuat puterea antioxidanta a acestora, precum si importanta si
beneficiul consumului compusilor fenolici si a vitaminelor pentru mentinerea sanatatii [11, 12].
Desi interesul stiintific ramane concentrat asupra compusilor cu proprietati antioxidante sporite,
de exemplu: acidul ascorbic, acidul dihidroxifumaric, catehina, quercetina, rutina, acidul galic,

resveratrolul [11] etc., prezenta si efectul compusilor non-antioxidanti, precum acizii tartric, citric,
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malic etc., se dovedeste a fi semnificativa pentru activitatea antioxidanta totala a amestecurilor
[10, 13]. Studiile recente indica asupra maririi eficientei compusilor antioxidanti generata de
prezenta substraturilor non-antioxidante precum acizi organici [10, 13, 14], zaharuri [7] etc.
Impactul lor asupra reactivitatii antioxidantilor este justificat si de concentratiile mari la care se
gasesc in fructe si legume, comparativ cu continutul relativ mic al compusilor antioxidanti [15].
Totodata, literatura de specialitate sugereaza faptul cd combinarea compusilor in concentratii
similare celor din sursele naturale poate fi o solutie pentru problema caracterului prooxidant [6,
15-17] si pentru riscul iminent asupra organismului.

Ecovaleologia, in calitate de directie stiintifica care studiaza influenta factorilor naturali si
a consecintelor schimbarilor antropice survenite in natura asupra sanatatii umane, precum si
defineste natura comportamentului uman in diferite conditii de mediu cu scopul mentinerii
sanatatii [18, 19], prin definitie se dovedeste a fi disciplina care se angajeaza sa studieze impactul
antioxidantilor si a efectului concentratiei si combinatiei acestora, riscul caracterului prooxidant,
avantajele/dezavantajele consumului suplimentelor alimentare, beneficiul aportului zilnic de
antioxidanti naturali asupra stdrii de sanatate a indivizilor. Similitudinile considerabile dintre
conceptele de valeologie, ecologie, chimie ecologica si sustenabilitate ofera actualitate acestei
directii stiintifice si subiectului ecovaleologic discutat in lucrarea data, de asemenea, argumenteaza
importanta educdrii tinerilor generatii in conformitate cu principiile valeologice. Astfel, actuala
tezd trateaza subiectul interactiunilor antioxidante dintre anumiti compusi antioxidanti si non-
antioxidanti din struguri ca un aspect al formarii conceptiilor ecovaleologice la tineri si viitorii

specialisti din domeniile tangentiale chimiei.

Problema stiintificd solutionata rezida in identificarea efectelor antioxidante existente
intre compusii fenolici si acizii organici din struguri, fapt care releva avantajele consumului
antioxidantilor din surse naturale sau in combinatii si concentratii similare, ceea ce serveste drept
solutie caracterului prooxidant al compusilor antioxidanti, concluziile formulate avand potential

aplicativ in sfera educationald, ecologica, medicinald, farmaceutica, industriald etc.

Scopul tezei este determinarea tipurilui interactiunilor antioxidante dintre unii compusi
fenolici si acizi organici din struguri si a dependentei efectelor antioxidante de concentratia si
combinatia substantelor investigate, succedatd de formularea unor concluzii privind consumul si

utilizarea eficientd a antioxidantilor.
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Obiectivele caracteristice scopului lucrarii sunt:

studiul teoretic al mecanismelor de actiune antioxidanta a compusilor naturali, al problemei
caracterului prooxidant, al tipurilor de interactiune antioxidanta intre compusii naturali,
activitatii antioxidante a compusilor fenolici si non-fenolici din struguri si studiul
ecovaleologiei ca directie stiintifica;

studiul compozitiei chimice si a activitdtii antioxidante a strugurilor autohtoni la diferite
perioade de maturare si utilizarea datelor experimentale si bibliografice pentru
determinarea concentratiilor de antioxidanti — acidul ascorbic, acidul galic, catehina,
quercetina, rutina, resveratrol, si de compusi non-antioxidanti — acidul tartric, acidul citric,
potrivite pentru determinarea tipurilor de interactiune antioxidanta;

investigarea interactiunilor antioxidante dintre acizii tartric, citric sau dihidroxifumaric in
combinatie cu compusii fenolici (acidul galic, catehina, quercetina, rutina, resveratrol) sau
cu acidul ascorbic; investigarea interactiunilor antioxidante in amestecurile acid ascorbic —
resveratrol, acid ascorbic — ENOXIL si studiul influentei concentratiei, a mediului de
reactie, a ordinii adaugarii compusilor in reactie asupra tipului si mecanismelor de
interactiune antioxidanta;

abordarea studiului interactiunilor antioxidante prin prisma ecovaleologiei si integrarea
rezultatelor obtinute in cursul de Chimie ecologica din cadrul Universitatii de Stat din
Moldova, pentru formarea conceptiilor ecovaleologice ale studentilor; formularea si
diseminarea concluziilor privind consumul rational si echilibrat al antioxidantilor, si

utilizarea eficientd a compusilor dati;

Metodologia si metodele de cercetare. Pentru atingerea scopului si obiectivelor propuse

au fost aplicate metode generale de cercetare (logicd, analiza, sistematicd), metode analitice si

fizico-chimice. Au fost utilizate testele de determinare a activitatii antioxidante descrise n
literatura de specialitate — DPPH" [20], ABTS™" [21], PRFe [22]; testele utilizate pentru

identificarea claselor de compusi naturali in struguri — Folin-Ciocalteu [23], DMACA [24], metoda

pH diferentiald [25]; metodele clasice de determinare a parametrilor fizico-chimici de baza ai

probelor de struguri investigate. Privind tehnica de laborator, au fost utilizate metode fizico-

chimice moderne de analiza precum spectroscopia UV-Viz (Institutul de Chimie al Universitatii

de Stat din Moldova, Chisinau, Republica Moldova), spectroscopia Stopped-Flow (Universitatea

Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Romania), spectroscopia RES (Institutul de Chimie Macromoleculara

"Petru Poni", lasi, Romania), spectroscopia RMN (Institutul de Chimie al Universitatii de Stat din
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Moldova, Chisindu, Republica Moldova), electroforeza capilara (IP Institutul Stiintifico-Practic
de Horticultura si Tehnologii Alimentare, Chisindu, Republica Moldova).

Pentru integrarea conceptului de ecovaleologie in continutul prelegerii din cadrul cursului
de Chimie ecologica, au fost utilizate metode de comunicare orala expozitive (prelegerea,
explicatia, demonstratia logicd) si conversative (discutia libera, problematizarea), metode de
explorare mijlocita (analiza rezultatelor experimentale, analiza comparativa), metode bazate pe

actiune reald (analiza studiilor de caz).

Noutatea si originalitatea stiintifica. Pentru prima datd au fost determinate tipurile de
interactiuni antioxidante dintre compusii fenolici — acidul galic, catehina, quercetina, rutina,
resveratrol, si acizii organici naturali — tartric, citric, ascorbic, dihidroxifumaric, in combinatii si
concentratii similare celor din struguri. A fost stabilitd influenta conditiilor de reactie —
concentratie, mediu de reactie, ordinea adaugarii compusilor in reactie, asupra tipului de
interactiune antioxidanta. A fost propus mecanismul de actiune sinergica dintre acizii ascorbic si
dihidroxifumaric, si dintre resveratrol si acidul ascorbic; de asemenea, au fost sugerate
mecanismele de interactiune antioxidanta dintre compusii fenolici si acizii organici din struguri.
In premiera au fost aplicate metodele DPPH’, ABTS™ si PRFe pentru studierea activitatii
antioxidante a soiurilor de struguri autohtoni de selectie noua. Pentru prima data subiectului

interactiunilor antioxidante a fost tratat din perspectiva conceptului de ecovaleologie.

Ipoteza de cercetare. Utilizarea sau consumul antioxidantilor in combinatiile si
concentratiile la care acestia se gasesc in naturd este avantajoasd si benefica datorita efectelor
sinergice, aditive sau antagoniste care apar intre compusii din sistemele multicomponente.
Totodata, combinarea antioxidantilor reprezintd o solutie pentru caracterul prooxidant al
antioxidantilor, care se manifestd odata ce compusii sunt aplicati individual in concentratii mari.
Valorificarea ideii expuse este in concordanta cu principiile chimiei ecologice si ecovaleologiei,
prin urmare, familiarizarea studentilor cu conceptului dat si cu rezultatele experimentale obtinute

este o parte importanta a dezvoltarii aptitudinilor ecologice si sustenabile ale tinerilor.

Importanta teoretici. Rezultatele obtinute imbogatesc si completeaza studiile existente,
permit formularea unor idei mai exacte referitoare la mecanismele si procesele redox in care pot
fi implicate substantele studiate — procese care au loc 1n struguri, vinuri, precum si in organismul
uman odata ce compusii dati sunt consumati cu hrana. De asemenea, datele obtinute argumenteaza

importanta concentratiei, a mediului de reactie si a consecutivitatii adaugarii compusilor in reactie
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asupra activitatii antioxidante totale si tipului de interactiune antioxidanta. Rezultatele investigatiei
aduc un aport stiintific si didactic privind formarea conceptiilor ecovaleologice ale tinerilor din

institutiile de invatdmant superior.

Valoarea aplicativi a lucrarii se axcaza pe posibilitatea utilizarii rezultatelor
experimentale obtinute pentru imbunatatirea efectului antioxidant si a eficientei produselor
farmaceutice, cosmetice si a procedeelor tehnologice existente. Totodata, rezultatele obtinute pot

fi usor integrate in curriculumul disciplinelor din invatamantul superior.

Implementarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute au fost integrate in continutul
prelegerii ,,Chimia alimentara si asigurarea calitatii alimentelor. Antioxidantii” ce face parte din
cursul de Chimie ecologica elaborat de acad. Gh. Duca la Universitatea de Stat din Moldova, si au

fost prezentate studentilor timp de patru ani consecutivi,.

Publicatii la tema tezei. Rezultatele cercetarilor la tema tezei sunt reflectate in 26 de
lucrari stiintifice: 3 capitole de carte publicate in monografii nationale si internationale; 2 articole
in reviste internationale cu factor de impact; 1 articol in revista nationala de categoria A; 2 articole
in reviste nationale de categoria B; 18 participari la evenimente stiintifice nationale si
internationale precum conferinte, simpozioane, saloane de inventica, scoli de vara la tematica

chimiei ecologice/chimiei verzi.

Sumarul capitolelor tezei. Materialul tezei este expus pe 128 pagini text de baza, ce
include 59 de figuri si 8 tabele. Lucrarea este structurata in 5 capitole principale, unul cuprinzand
notiunile teoretice ale cercetdrii, celelalte 4 capitole de baza prezinta contributia proprie a autoarei
ce cuprinde rezultatele obtinute experimental, discutii si argumentdri teoretice, concluzii generale

si recomandari.
Sumarul capitolelor tezei

Capitolul 1. Repere conceptuale ale temei de cercetare contine notiuni introductive
privind antioxidantii, descrierea mecanismelor de actiune a acestora si oferd exemple concrete de
reactii redox cu participarea compusilor antioxidanti. Este explicatd problema si riscurile
caracterului prooxidant al antioxidantilor si descrise circumstantele in care compusii bio-activi
manifestd efectul dat. Drept solutie pentru caracterul prooxidant este sugeratd combinarea
compusilor naturali in concentratii similare celor din fructe si legume, fapt care rezultd cu
generarea efectelor sinergice, aditive sau antagoniste. De asemenea, sunt prezentati principalii
compusi antioxidanti din struguri, clasificarile acestora si sunt descrise caracteristicile structurale

ale compusilor naturali ce determina activitatea antioxidanta. Este oferita o introducere in subiectul
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valeologiei si ecovaleologiel, si este evidentiata importantei studiilor date in contextul situatiei

ecologice actuale.

Tn Capitolul 2. Materiale si metode utilizate in studiul interactiunilor antioxidante este
expusd metodologia de cercetare pentru realizarea scopului si obiectivelor propuse, care se
concentreaza asupra (i) analizei continutului strugurilor autohtoni, ce presupune determinarea
indicilor fizico-chimici de baza, a continutului de acizi organici, de compusi fenolici,
proantocianidine si antociani In probele de struguri; (ii) asupra metodelor de determinare a
activitatii antioxidante a probelor de struguri, a compusilor individuali si a amestecurilor destinate
studierii interactiunilor antioxidante; si (iii) asupra metodelor didactice aplicate pentru
familiarizarea studentilor cu conceptul de ecovaleologie. De asemenea, sunt enumerate si descrise
tehnicile de labotator utilizate pentru obtinerea datelor experimentale, precum si metodele de

calcul si de determinare a tipului de interactiune antioxidanta.

In Capitolul 3. Caracterizarea compozitiei chimice a strugurilor autohtoni la diferite
perioade de maturare sunt prezentate rezultatele privind compozitia chimica la diferite perioade
de maturare a patru soiuri de struguri autohtoni, albi si rosii — Riton, Viorica (soiuri de selectie
noud), Copceac si Feteasca Neagra. Sunt prezentate datele privind indicii fizico-chimici de baza
(aciditate titrabild, continutul de zaharuri, pH, potential redox, continutul de acizi organici
majoritari) si indicii fizico-chimici specifici (continutul total de compusi fenolici, proantocianidine
si antociani), aceste rezultate fiind comparate cu cele din literatura de specialitate. De asemenea,
este expusa si argumentatd activitatea antioxidanta a probelor de struguri, determinatd prin
multiple teste de determinare a activitatii antioxidante (DPPH’, ABTS™ si PRFe). Rezultatele
obtinute sunt prezentate prin compararea probelor in dependentd de soi si de perioada de coacere,
datele indicand asupra unei evolutii firesti a indicilor fizico-chimici si asupra unei activitati
antioxidante sporite a strugurilor. In Capitolul 3 este expusi sinteza datelor cunoscute in literatura
de specialitate si a celor experimentale privind continutul de compusi antioxidanti si non-
antioxidanti din struguri de interes pentru studiul dat, precum si raporturile de concentratii in care
acestia se gasesc in natura si sunt cercetati in cadrul acestei lucrari pentru determinarea

interactiunilor antioxidante.

Capitolul 4. Interactiuni antioxidante dintre compusii naturali din struguri contine
rezultatele experimentale privind interactiunile antioxidante dintre acizii organici tartric sau citric
si compusii fenolici — acidul galic, catehina, quercetina, rutina, resveratrol; interatiunile

antioxidante dintre acidul dihidroxifumaric si compusii fenolici studiati; efectele antioxidante
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dintre amestecurile acid ascorbic —acid dihidroxifumaric, acid ascorbic — resveratrol, acid ascorbic
— ENOXIL. Sunt prezentate si interpretate datele experimentale obtinute prin diferite metode
spectrale si este stabilita corelatia dintre aceste rezultate pentru formarea unor concluzii privind
tipul si modul de interactiune dintre antioxidanti. Sunt discutate si ipotezate mecanismele de
interactiune antioxidanta dintre compusii studiati. Este investigatd influenta concentratiei, a

mediului de reactie si a ordinii adaugarii compusilor in reactie asupra interactiunilor antioxidante.

In Capitolul 5. Formarea conceptiilor ecovaleologice la disciplina Chimie ecologici
este formulata si argumentata legatura dintre studiul interactiunilor antioxidante si conceptul de
valeologie, facandu-se apel la importanta si riscul consumului antioxidantilor pentru sanatatea
umana. De asemenea, formarea conceptiilor ecovaleologice este tratata drept o metoda sustenabila
si fezabila de educare si instruire a tinerilor. Tn baza metodelor didactice utilizate, a fost stabilit
impactul pozitiv al integrarii conceptului de ecovaleologie in continutul cursului de Chimie
ecologica asupra tinerilor, in special asupra constientizarii avantajelor si riscurilor consumului
antioxidantilor.

Cercetarile la subiectul dat au fost realizate prioritar in cadrul Laboratorului de Chimie
Fizica si Cuantica din cadrul Institutului de Chimie al Universitatii de Stat din Moldova, precum
si in urma colabordrilor cu L.P. Institutul Stiintifico-Practic de Horticulturd si Tehnologii
Alimentare, Chisinau, Republica Moldova, Universitatea Babes-Bolyai, Cluj-Napoca, Romania,

Institutul de Chimie Macromoleculara "Petru Poni", lasi, Romania.

21



1. REPERE CONCEPTUALE ALE TEMEI DE CERCETARE

In capitolul dat sunt definiti antioxidantii si este argumentatid importanta lor pentru
protectia substratului oxidabil. Mecanismele de actiune si interactiune antioxidantd a compusilor
reducatori sunt argumentate si exemplificate detaliat. Este descrisa problema caracterului
prooxidant al antioxidantilor si dezavantajele manifestarii fenomenul dat, de asemenea, sunt
expuse solutiile relevante pentru eliminarea efectului prooxidant. Este descrisd abundenta
antioxidantilor polifenolici in struguri si caracteristicile structurale care determina activitatea lor
reducatoare, de asemenea, este accentuatd importanta compusilor non-antioxidanti ca zaharurile si

acizii organici in raport cu activitatea antioxidanta a compusilor reducatori.

1.1.  Antioxidantii si mecanismele de actiunea ale acestora

Halliwell B. si Gutteridge J. M. C. au definit in 1995 antioxidantii ca fiind orice substanta
care, prezenta 1n concentratii mici In comparatie cu substratul oxidabil, semnificativ impiedica sau
inhiba oxidarea substratului dat [26]. Ulterior, in 2007, Halliwell B. [27] mentioneaza ca
antioxidantii sunt orice substantd care Tmpiedica, previne sau elimind daunele oxidative la o
molecula tinta. In acelasi an, Khlebnikov si col. [28] au definit antioxidantii ca fiind orice substanti
care anihileaza radicalii liberi sau actioneaza indirect pentru a regula protectia antioxidantd sau
pentru a inhiba producerea de radicali liberi. Conform definitiei lui Lobo si col., [29] un
antioxidant este o molecula stabila care poate dona un electron sau un atom de hidrogen unui
radical liber agresiv, anihilandu-I, astfel reducand capacitatea lui de a provoca daune.

In calitate de compusi reducitori, antioxidantii pot anihila speciile reactive precum radicalii
hidroxil ("OH), radicalul anion superoxid (O2™), peroxidul de hydrogen (H20>), radicalii alcoxil
(RO") si peroxil (ROO"), peroxinitritii (ONOQ") etc., care sunt produsi in mod natural si permanent
n orice sistem natural, inclusiv in organismul uman. Prin cedarea electronilor sau a atomilor de
hidrogen, antioxidantii insisi devin specii radicalice, totusi au o reactivitate micd $i nu
interactioneaza cu alte molecule pentru a-si recupera electronii/atomii pierduti. Stabilitatea si
nereactivitatea moleculelor de antioxidanti deveniti radicali sunt calitdtile care caracterizeazd in
mod special compusii dati.

In conformitate cu structura chimica, polaritatea, originea, functiile si mecanisul de actiune,
antioxidantii pot fi grupati In diferite clase de compusi chimici si pot fi clasificati in mai multe
tipuri: antioxidantii hidro- si lipo-solubili [30]; antioxidantii naturali si sintetici [31]; antioxidanti
enzimatici si non-enzimatici [32, 33]; antioxidanti endogeni si exogeni [32]; antioxidanti primari

si secundari [34] — cu referire la mecanismul de actiune.
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Mecanismul de actiune antioxidanta a compusilor reprezinta o caracteristica importanta a
acestora. Pana in prezent au fost raportate multiple moduri de actiune a compusilor dati [31, 34]:
(1) inhibarea formarii radicalilor liberi lipidici (oxidanti preventivi); (ii) intreruperea propagarii
reactiilor de autooxidare in lant (antioxidanti primari); (iii) chelarea metalelor grele cu efect
prooxidant si transformarea lor in produse stabile neoxidabile etc.

Tnanul 1992, Krinsky N. I. [33] a descris mecanismul de actiune a antioxidantilor in reactia
de peroxidare lipidica ca fiind unul alcatuit din cateva etape: initierea, propagarea, reinitierea,
etapa elimindrii produsului si etapa terminald. Aceleasi etape sunt mentionate de catre Nimse si
col. [35], care ofera o schema simplificata a actiunii glutationului ca antioxidant in stoparea
peroxidarii lipidice. Galano si col. [34], Tntr-un studiu realizat recent in baza analizei cuanto-

chimice a antioxidantilor, propun mai multe mecanisme de reactie prin care antioxidantii reusesc

s anihileze radicalii liberi, dupa cum este redat in continuare:

Mecanismul HAT (transferul atomului de hidrogen)
HhA +'R —> Hni1A'+ HR (1.2)
Mecanismul HAT presupune cedarea atomului de hidrogen de la reducator catre radicalul
liber, ecuatia 1.1. Reactiile HAT sunt dependente de solventul reactiei si de pH, si, cel mai des,
sunt rapide, decurgand n cateva secunde sau minute [36]. Acest mecanism de reactie a fost propus
pentru compusii ca acidul ascorbic, glutationul, acizii lipoici si dihidrolipoici, triptofanul si
derivatii acestuia. Date raportate in literatura de specialitate exemplificai mecanismul de actiune

HAT [37, 38].

Mecanismul PCET (cuplarea protonului, transferul electronului)

Reactiile PCET duc la formarea acelorasi produsi ca si in cazul mecanismului HAT si, in
general, pot fi reprezentate de aceeasi reactie redata prin ecuatia 1.1. Diferenta este observata la
nivel molecular, intrucat, in cazul reactiilor HAT, protonul si electronul sunt transferati impreuna
ca o singurd entitate - hidrogenul, dar in cazul reactiilor PCET, electronul si protonul sunt
transferati intr-0 singura etapa ca doud particule separate care provin de pe orbitali diferiti. Acest
tip de mecanism de reactie este caracteristic flavonoidelor [39], sistemelor de chinone si

hidrochinone si diarilaminelor.

Mecanismul RAF (formarea aductilor radicalici)

HoA + 'R —> [HhA-RT' (1.2)
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Figura 1.1. Schema interactiunii g-carotenului si radicalului peroxil prin intermediul
mecanismului RAF [40]

Caracteristica de baza a antioxidantilor ce anihileaza speciile radicalice prin mecanismul
RAF este prezenta legaturilor duble conjugate in structura lor moleculara, in acelasi timp, in aceste
reactii sunt implicati, preponderent, radicalii electrofili, ecuatia 1.2. Exemplu elocvent ce
ilustreaza mecanismului RAF este interactiunea fS-carotenului cu radicalii peroxil (Figura 1.1).
Datorita prezentei legaturilor duble conjugate n structura antioxidantului, aductul radicalic format
dintre radicalul peroxil si S-caroten este mai stabil decat ROO". Mecanismul RAF este important
pentru actiunea antioxidanta a diversilor compusi, precum carotenoidele, acidul gentisic, alcoolii

hidroxibenzilici etc. [34].

Mecanismul SET (transferul electronului)
Acest mecanism se desfasura conform ecuatiilor 1.3 si 1.4:
HhA + ' R—> H/A™ + R (1.3)
HhA + ' R—> H,A™" + R* (1.4)
Ecuatia 1.3 este importantd pentru mecanismul de actiune a izomerului enolic al
curcuminului, pentru reactiile carotenoidelor, compusilor fenolici etc., in procesul anihilarii
radicalilor "NO, CCI300’, "OH. Cea de-a doua cale presupune interactiunea radicalului anionic
superoxid Oz cu antioxidantii ca xantonele, carotenoizii, precum si reactiile acidului cafeic,
acidului uric, etc. cu radicalul "NO [34]. In general, mecanismul SET este dependent de pH si de
deprotonarea grupelor functionale reactive [36]. Reactiile SET sunt, de obicei, lente si necesita

timp mai indelungat pentru finalizarea procesului redox [36].

Mecanismul SPLET (pierderea secventiala a protonului, transferul electronului)
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Mecanismul SPLET este caracterizat de cedarea secventiala a protonului, apoi transferul
electronului catre specia radicalica. Acest mecanism este reprezentat prin doud ecuatii, ecuatiile
1.5s11.6:

HhA —> Hn1A + H* (1.5)
HniA"+ ' R—>Hn1A"+ R (1.6)

Tipul de reactie SPLET este operativ in solventii care suporta ionizarea moleculelor de
antioxidanti [41], respectiv, acest mecanism este crucial pentru anihilarea radicalillor liberi din
mediul polar. Unele exemple de antioxidanti care urmeazad aceastd cale de a interactiona cu
radicalii liberi sunt curcuminul, quercentina, flavonoidele, acidul galic, catehina, rutina etc.

Mecanismul SEPT (transferul secvential al electronului si protonului)

Mecanismul SEPT, de asemenea, este alcatuit din doua etape care presupun transferul
electronului (ecuatia 1.7) si deprotonarea moleculei (ecuatia 1.8), dar intr-o ordine diferita decat
in cazul SPLET:

HhA + ' R—> HhaA™ + R 1.7)
HntA™— Hn1A'+ HY (1.8)
Acesta este mecanismul caracteristic pentru actiunea antioxidanta a a-tocoferolului in cazul

anihilarii radicalilor liberi DPPH, galvinoxil [34], si in reactia cu radicalul teroxil [34] etc.

Mecanismul SPLHAT (pierderea secventiala a protonului, transferul atomului de
hidrogen)
Reactia reprezentativa pentru acest mecanism este indicata in ecuatiile 1.9 si 1.10, unde se
observa deprotonarea antioxidantului, urmata de transferul atomului de H:
HhA —> HniA + H' (1.9)
Hn1iA + 'R —> Hn2A” + HR (1.10)
Mecanismul SPLHAT joaca un rol important pentru activitatea antioxidantd a
antocianidinelor, a acidului galic cu radicalii ‘OH, a acidului elagic, propil galatului etc. Actiunea
de captare a radicalilor peroxil de catre vitamina C [34, 39] este descrisa de acelasi mecanism,

dupa cum este ilustrat in schema din Figura 1.2.
OH

OH
o) o o)
HO HO
O OH H O

H 0 OH

Figura 1.2. Schema mecanismului de actiune a vitaminei C in reactie cu radicalii peroxil
[42]
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TMC (chelarea metalelor de tranzitie)

Doua procese foarte importante care au loc in organismul uman si in urma carora se produc
radicali liberi sunt reactia Fenton si recombinatia Haber-Weiss [34]. Aceste reactii duc la formarea
radicalului liber hidroxil, care este extrem de reactiv si care are capacitatea de a interactiona si
deteriora celulele, tesuturile si ADN-ul. Reactia Fenton presupune interactiunea dintre forma

redusa a ionilor de Fe(ll) sau Cu(l) cu H202, producand "OH, ecuatiile 1.11 si 1.12:
Fe(Il) + H20, —> Fe(lll) + OH + "OH (1.12)
Cu(l) + H.O, —> Cu(ll) + H + "OH (1.12)

Recombinarea Haber-Wiess presupune procesul invers, adica oxidarea substratului si reducerea

ionului de metal pana la forma initiala, ecuatiile 1.13 si 1.14:

Fe(Ill) + 02" —> Fe(ll) + O; (1.13)
Cu(ll) + 0" —> Cu(l) + O (1.14)

Asemenea procese sunt stopate de citre antioxidanti prin intermediul mecanismului de
actiune TMC, care prin legarea ionilor de metale opresc formarea de noi radicali hidroxil si previn

stresul oxidativ [43] (Figura 1.3).

o -~-CU.I‘

r

CH

OH

OH
HO o) O HO .
O \ Cuz— O \
ey /
OH OH

Figura 1.3. Schema reactiei de chelare a ionului de Cu(II) de citre cianidina [43]

In general, compusii polifenolici, in deosebi antocianii, poseda capacitate sporiti de chelare
a metalelor grele, astfel actionand ca antioxidanti preventivi prin reducerea concentratiei de metale
grele din sistemele de reactie.

Aceste exemple si mecanismele de actiune enumerate demonstreazd capacitatea
antioxidantilor de a anihila radicalii liberi, precum si caile diverse prin care sunt realizate aceste
reactii. Dependenta mecanismelor de actiune antioxidanta de un sir de variabile precum solventul,
pH, prezenta metalelor grele etc., accentueaza complexitatea acestor procese redox, precum si

necesitatea continud de cercetare a lor.
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1.2.  Problema caracterului prooxidant al antioxidantilor

Capacitatea antioxidantilor de a anihila speciile radicalice si de a inhiba oxidarea este legata
de abilitatea lor de a interactiona cu radicalii liberi mai rapid decat substratul oxidabil si de a
produce specii radicalice de antioxidanti cu potential redox relativ mic care nu promoveaza
oxidarea ulterioara [17, 44]. Antioxidantii alimentari, cum ar fi vitaminele, compusii fenolici,
carotenoizii etc., reprezintd clasa de antioxidanti naturali, exogeni care participd eficient la
procesele redox de anihilare a radicalilor liberi din sistemele naturale si organismele vii. In ciuda
faptului ca o dieta echilibrata poate furniza o cantitate suficientd de antioxidanti, intrebuintarea
suplimentelor alimentare pe baza de compusi bio-activi este pe larg popularizata ca o modalitate
de mentinere a sanatatii, considerandu-se ca marirea aportului de antioxidanti incetineste procesele
oxidative biologice care duc la imbolnivire si imbitranire. In contextul dat, ar trebui luat in
considerare riscul consumului dozelor mari de compusi reducdtori proveniti din consumul
suplimentelor alimentare sau al produsele alimentare imbogatite cu antioxidanti.

Conform datelor stiintifice, s-a constatat ca concentratiile mari de antioxidanti genereaza
efecte prooxidante sau pot fi toxice [45]. Devenind prooxidanti, antioxidantii actioneaza ca
radicalii liberi, respectiv, sunt extrem de instabili si reactivi fata de alte molecule: proteine, ADN,
ARN, lipide etc., interactionand cu acestea si deteriorand structura lor. In general, prooxidantii
sunt definiti ca substante chimice care induc stresul oxidativ, de obicei prin formarea de specii
reactive sau prin inhibarea sistemelor antioxidante [31]. Acestia pot fi clasificati in mai multe
categorii: medicamente, metale redox-active, pesticide, poluanti ai mediului, produse de
dezinfectie, antioxidanti etc. [6].

Controversa privind capacitatea antioxidantilor de a actiona prooxidativ in functie de
concentratia lor si de natura moleculelor din jur se refera chiar si la cei mai cunoscuti antioxidanti
precum vitaminele C si E, g-carotenul, flavonoidele etc. Potrivit studiului efectuat de Sotler si
col. [6], pe langd concentratia antioxidantilor, alti doi factori pot influenta functia unui
antioxidant transforméandu-| intr-un prooxidant: prezenta metalelor de tranzitie si potentialul
redox al antioxidantului. De exemplu, vitamina C a fost studiatd pe larg datoritd activitatii sale
reducdtoare proeminente, totusi, acest compus capata caracter prooxidant cand este intrebuintat
in doze mari (1000 mg/kg greutate corporald) [6] sau in prezenta metalelor de tranzitie.
Concentratii mari de Vitamina E de asemenea poseda activitate prooxidanta [46]. Cand
reactioneazd cu speciile reactive, tocoferolul devine el insusi un radical, iar daca nu existd

suficientd vitamina C pentru regenerarea lui, ramane in stare reactiva si oxideaza substratul.
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Tn cazul g-carotenului, activitatea prooxidanti depinde de prezenta co-antioxidantilor si
de presiunea oxigenului care, fiind ridicatd, produce autooxidarea S-carotenului [47]. Compusii
fenolici pot actiona la fel ca prooxidanti [48] in sistemele care contin metale redox-active [49].
Intr-un studiu realizat de Parker si col. [8] la spectroscopia RES, autorii au raportat
concentratiile mai multor compusi fenolici care sunt prooxidante in reactia cu reactivul Fenton.
Rutina manifesta activitate prooxidativa semnificativa la concentratii de 400 uM si peste; acidul
ascorbic poseda activitatea prooxidantad la concentratii de 0.2 — 400 uM, totusi, pe masura ce
concentratia de acid ascorbic creste peste 400 uM, are loc donarea atomilor de hidrogen
radicalilor hidroxil formati 1n reactia Fenton; acidul galic are efect prooxidant la concentratii
de pana la aproximativ 175 uM; catechina este prooxidanta la concentratii intre 0.75 si 2.3 mM,
cu un proces de oxidare mai intens la concentratii mai mici [8]. Studiul activitatii
antioxidante/prooxidante a quercetinei, naringeninei, hesperidinei si morinei realizat prin
analiza limfocitelor umane a demonstrat ca concentratia de H2O2 nu a putut fi detectata atunci
cand s-au adaugat flavanonele naringenina si hesperind in intervalul de concentratie de 0-200
uM; flavonolii quercetina si morina, la intervalul de concentratie de 25-200 uM si, respectiv,
125-200 puM, au determinat marirea concentratiei de specii radicalice, caracteristica unui
caracter prooxidant sporit [50]. Acelasi studiu arata ca generarea radicalului anion superoxid si
a produselor de peroxidare a lipidelor (determinate in reactia cu acidului tiobarbituric) a crescut
odatd cu madrirea concentratiei fiecaruia dintre aceste flavonoide [50], fapt care in mod clar
indica asupra caracterului prooxidant al compusilor. Conform studiului efectuat de U. Cornelli
[16], la concentratii mari, un produs oxidat — care este un antioxidant ce a cedat electronul,
devine prooxidant deoarece tendinta de recuperare a electronului pierdut creste in paralel cu
concentratia acestuia ca produs oxidat.

In general, activitatea prooxidanti este considerati a fi proportionala cu numirul total
de grupari donatoare de electroni (cum ar fi gruparea hidroxil) dintr-un compus antioxidant
[51]. In consecint, trasaturile structurale care determind puterea antioxidanta a unui compus
influenteazd in mod egal proportiile caracterului sdu prooxidant. Aceastd dualitate poate fi
explicatd daca ne referim la potentialele redox ale antioxidantilor, in special, la modificarea
potentialului redox odatd ce compusii sufera transformari oxidative. Antioxidantii se
caracterizeaza printr-un potential de oxido-reducere scdzut in comparatie cu cel al radicalilor
liberi. De exemplu, compusii cu potential redox scazut sunt acidul ascorbic (282 mV),
quercetina (330 mV), a-tocoferolul (500 mV) etc. [17]. Pe de alta parte, radicalii liberi poseda
energie mai mare si, prin urmare, un potential de oxido-reducere ridicat: H202 (02", 2H") (940
mV), radicalul alchil peroxil (1000 mV), H.0> (HOO", H*) (1060 mV), radicalul alcoxil alifatic
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(1800 mV) [17]. Antioxidantii pot inhiba initierea si propagarea oxidarii substratului prin
eliminarea speciilor radicalice si reducerea energiei acestora. In consecintd, radicalii
antioxidanti formati vor avea o energie mai mare decat moleculele initiale (neoxidate). Radicalii
antioxidanti rezultanti pot actiona in continuare ca agenti reducatori, prin donarea In continuare
a electronilor, dacad acestia sunt radicali cu energie scdzutd. Pe de altd parte, radicalii
antioxidanti cu energie inaltd vor promova oxidarea substratului, cum ar fi acizii grasi
polinesaturati si/sau a altor molecule din jur, respectiv vor actiona prooxidativ [17]. Un
antioxidant eficient este considerat compusul care, oxidandu-se, produce specii radicalice
stabile si nereactive [52]. Acest lucru este posibil datoritd diferitor factori structurali ai
moleculelor de antioxidanti, cum ar fi delocalizarea (in toatd structura inelului benzenic, in
legaturile duble conjugate) si distributia spinului in speciile radicalice [34].

Caracterul antioxidant/prooxidant al compusilor depinde de energia radicalilor
antioxidanti rezultanti. De exemplu, acizii grasi polinesaturati, cu un potential de oxido-
reducere de 600 mV [17], pot fi oxidati cu usurintd de catre radicalii antioxidanti cu energie
inalta, deoarece acizii grasi polinesaturati, in sine, vor actiona In calitate de compusi reducatori.
In aceasta situatie, pentru a elimina efectul prooxidant al antioxidantilor trebuie luata in
considerare prezenta altor compusi cu potentiale redox mai mici decat cele ale substratului
si/sau a antioxidantilor deveniti radicali liberi. Urmand aceeasi logicd de idei, compusii cu
energie mai scazuta vor reactiona mai rapid cu radicalii antioxidanti formati, fiind preferential
oxidati inaintea acizilor grasi polinesaturati sau a altor substraturi si tesuturi oxidabile. Acest
comportament de regenerare reciprocd a compusilor este raportat in sistemele formate din mai
multi antioxidanti si reprezintd tipul de interactiune antioxidanta sinergicd. O astfel de relatie
exista intre acidul ascorbic si a-tocoferol, acidul ascorbic si f-caroten, polifenoli si a-tocoferol
etc. Intelegerea termodinamicii reactiilor redox similare si a caracteristicilor intrinseci ale
antioxidantilor (cum ar fi potentialele de reducere) este importantd pentru predictia directiei
transferului de electroni [17].

Pana in acest moment, pot fi accentuati doi factori decisivi care contribuie la eliminarea
caracterului prooxidant al antioxidantilor: concentratia antioxidantilor si combinatia acestora.
Aceste consideratii sunt pe deplin respectate atunci cand aportul de antioxidanti este determinat
de consumul produselor alimentare naturale [16]. In alimente, antioxidantii consumati se afla
intr-o combinatie de diversi compusi, iar activitatea antioxidanta derivata din acestia poate fi
caracterizatd fie de un efect aditiv, fie de unul antagonist sau de un efect sinergic (efect de
combinatie); totodata, cantitatea fiecarui antioxidant in produsele naturale este de obicei foarte

mica, in intervalul (si chiar mai mici decat) dozelor zilnice recomandate (efect de concentratie)
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[16]. Aceste idei au fost investigate intens de cercetatori in ultimii ani [6, 10, 13, 31, 53-56].
Sistemele multicomponente care provin din alimente posedd mecanisme multiple de actiune si
pot inhiba oxidarea la diferite faze ale acesteia, prin urmare, activitatea antioxidanta rezultanta
poate fi mai mare atunci cand sunt utilizati mai multi antioxidanti [17, 57]. Exemplele elocvente
sunt combinatiile dintre compusii care cheleaza metale de tranzitie si captatorii de radicali
liberi, care adesea duc la interactiuni sinergice si la ameliorarea activitatii antioxidante [13, 58].

Echilibrul dintre producerea si anihilarea speciilor radicalice de catre antioxidanti, sau
altfel spus, intre activitatea prooxidantd si cea antioxidantd, este foarte delicat, iar daca acest
echilibru tinde spre supraproductia de radicali liberi, celulele incep sd sufere consecintele
stresului oxidativ [31]. Choueiri si col. [45] au subliniat clar ca inca nu se stie exact ce cantitati
de antioxidanti sunt necesare pentru a avea un efect antioxidant benefic si care doza reflecta
limita sigurd si adecvatd pentru utilizarea compusilor dati. Cu toate acestea, conform datelor,
persoanele care consuma produse alimentare naturale bogate in antioxidanti, care sunt in
concentratii mici si in combinatii complexe, prezintd un risc scazut de dezvoltare a afectiunior

de sanatate [57, 59].

1.3. Interactiuni antioxidante dintre compusii naturali

Pornind de la idea ca fructele, legumele, plantele, nucile si produsele derivate, cum ar fi
vinul, ceaiul, ciocolata sunt principalele surse de antioxidanti naturali precum vitaminele,
mineralele, compusii fenolici etc., prezenta lor in varii combinatii si concentratii in alimentele
date devine evidentd. Prin urmare, existenta interactiunilor reciproce dintre antioxidantii
alimentari este actualmente pe larg acceptatd in mediul stiintific, interactiunile date fiind
intensiv investigate.

Exista trei tipuri distincte de interactiuni antioxidante: sinergice, aditive si antagoniste.
R. Tsao [5] a formulat definitii explicite pentru a descrie interactiunile dintre antioxidanti, dupa
cum este indicat in Figura 1.4. Dintre toate, interactiunile sinergice sunt avantajoase datorita
(1) eficacitatii crescute care duce la o calitate mai 1naltd si o duratd de valabilitate extinsa a
alimentelor; (2) cantitatii reduse de antioxidanti necesari, astfel un cost de productie mai mic;
si datorita (3) utilizarii reduse sau Inlocuirii totale a antioxidantilor sintetici, care pot avea efecte

adverse asupra sanatatii [5].
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[ Interactiuni antioxidante ]
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efectul antioxidant al
doi sau mai multi
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doi sau mai multi
antioxidanti  aplicati
impreund este egal cu
suma efectelor
antioxidante ale
compusilor individuali

|
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efectul antioxidant al
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antioxidanti  aplicati
impreuna este mai mic
decat suma efectelor
antioxidante ale
compusilor individuali

Qplicagi separat / kaplica[:i separat / kaplica‘gi separat. j

Figura 1.4. Tipurile de interactiuni antioxidante si definirea acestora [5]

Cunoasterea caracteristicilor intrinseci ale antioxidantilor precum numarul gruparilor
electrono-donatoare, potentialul de oxido-reducere care influenteaza direct puterea antioxidanta a
acestora nu este suficienti pentru a explica mecanismul interactiunilor antioxidante. in ciuda
numarului mare de publicatii la acest subiect, mecanismul de interactiune sinergica, aditiva sau
antagonista dintre antioxidanti nu a fost pe deplin elucidat, in principal, din cauza complexitatii
acestor reactii. Cu toate acestea, au fost raportate un sir de observatii si au fost sugerate urmatoarele

ipoteze privind mecanismele de interactiune dintre antioxidanti [60, 61]:

o fenomenul de regenerare — regenerarea celui mai puternic antioxidant de catre cel mai slab
are ca rezultat efectul sinergic; regenerarea antioxidantului mai slab de catre cel mai
puternic duce la un efect antagonist. Lipsa interactiunilor dintre compusii antioxidanti are

ca rezultat efecte aditive.

. formarea complecsilor intermoleculari, dimerilor sau aductilor antioxidanti — formarea
complecsilor intermoleculari intre antioxidanti, a dimerilor sau aductilor cu o proprietate
antioxidantd mai mare va genera efecte sinergice; dimpotriva, aparitia complecsilor,
aductilor, proceselor de polimerizare care scad disponibilitatea gruparilor-donatoare de

electroni va avea ca rezultat interactiuni antagoniste.

o efecte complementare:
— concentratie — in functie de concentratia si raporturile molare ale compusilor din

amestecuri, predomind activitati antioxidante sau prooxidante.
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— solubilitatea antioxidantilor — solubilitatea diferitd a compusilor reducatori joaca un
rol decisiv in distributia, localizarea si orientarea antioxidantilor in sistem.

— conditiile de reactie — solventul si pH-ul influenteaza ionizarea compusilor si
interactiunea intermoleculard prin procese de legare sau deprotonare a
antioxidantilor.

— combinatia de compusi cu mecanism antioxidant diferit — diferiti compusi poseda
diverse mecanisme de actiune si pot inhiba oxidarea la diferite faze ale acesteia.

Interactiunile sinergice care au loc intre compusii antioxidanti din fructe, legume si
alte surse naturale sunt de cel mai mare interes datorita potentialului de sporire a activitatii
antioxidante totale a amestecului. Cu toate acestea, celelalte doud tipuri de interactiuni —
aditive si antagoniste, nu trebuie subestimate si neglijate. Tn ciuda rezultatului antioxidant mai
scazut indus de regenerarea antioxidantului mai slab de catre cel mai puternic, sau de formarea
complexelor intermoleculare Intre antioxidanti, dimeri sau aducti cu o putere antioxidantd mai
micad, datele experimentale sugereaza in mod subtil ca interactiunile aditive si cele antagoniste
au potentialul de a elimina sau reduce efectul prooxidant. Desi nu este afirmat in mod direct,
poate fi dedus ca prezenta mai multor antioxidanti (chiar si Tn cazul unei combinatii cu efect
aditiv sau antagonist) va reduce concentratia de antioxidanti deveniti radicali prin
mecanismele mentionate mai sus si va diminua riscul manifestarii caracterului prooxidant.

In ultimii ani, in literatura de specialitate au fost publicate lucriri care trateazi
subiectul interactiunilor antioxidante si care oferda exemple conctrete ce ilustreaza
mecanismele mentionate, o deosebita atentie oferindu-se interactiunilor sinergice. Nogala-
Kalucka si col. [62] au demonstrat influenta structurii antioxidantilor, a concentratiei acestora,
a localizarii in emulsie si a factorilor generatori de stres oxidativ asupra tipului de interactiune
— sinergicd sau antagonista, dintre quercetina, rutina si tocotrienoli in emulsia de acid linoleic.
Efectul sinergic a aparut in cazurile cand au fost combinati compusi a cdror eficacitate
antioxidanta individuala a fost relativ slaba si atunci cdnd concentratia de antioxidanti a fost
injur de 1 uM [62]. Amestecuri binare echimolare de resveratrol si alti compusi fenolici (acid
galic, acid cafeic, catechind, quercetind) investigate prin metodele FRAP, DPPH" si reactia
Briggs-Rauscher au demonstrat dependenta activitatii antioxidante de mecanismul metodei
aplicate [63]. Efectul sinergic dintre catechina si resveratrol a fost confirmat prin toate cele
trei metode [63]. Alti compusi fenolici - tirozolul si derivatii acestuia, au prezentat efecte
antioxidante sinergice atunci cand au fost combinati cu antioxidantii Trolox si acid ascorbic
[64]. Sinergismul dintre flavonoidele rutind si naringina in combinatie cu Trolox sau acidul
ascorbic a fost demonstrat prin utilizarea metodei ORAC [65]. Importanta gruparii O-glucozil
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in structura moleculard a fost dezvaluita, deoarece quercetina si morina, care nu au grupa
glucozil, au prezentat antagonism in combinatie cu Trolox sau acid ascorbic [65].
Resveratrolul a demonstrat cd regenereaza sinergic analogul a-tocoferolului in micele si
lipozomi, eficienta maximala fiind inregistrata la pH 6 (interval de pH testat 4 — 10) [66]. Tn
comparatie cu lipsa interactiunilor sinergice in solventii nepolari, datele obtinute sugereaza ca
persistenta crescutd a radicalilor tocoferoxil in sistemele dispersate lipide/apa si localizarea
proximala a ambilor antioxidanti faciliteaza foarte mult posibila recuperare a a-tocoferolului
de catre resveratrol in sistemele micelare [66]. Acidul rosmarinic in combinatie cu a-tocoferol
a demonstrat un effect sinergic in emulsiile ulei-in-apa [67]. Rezultatele au aratat ca
antioxidantii combinati prezinta cel mai puternic efect sinergic la pH-ul 7 datoritd formarii
acidului cafeic ca produs de degradare oxidativa a acidului rosmarinic [67]. Investigatii
recente au stabilit prezenta efectelor sinergice ale acidului trans-aconitic in prezenta vitaminei
C, acidului cafeic, acidului galic si Trolox [14]. Amploarea efectului sinergic s-a dovedit a fi
dependenta de concentratiile de antioxidanti.

Faptul ca concentratiile mari de antioxidant ar putea fi prooxidative si, in consecinta,
daundtoare, este, in prezent, luat in considerare de comunitatea stiintificd. Investigatiile tind
sa favorizeze utilizarea unor cantitdti mici de antioxidanti sau s mimeze concentratiile
declarate Tn surse naturale precum fructele, legumele, plante etc. Astfel de experimente au fost
efectuate de o echipa de cercetare americana [7, 53]. Autorii au luat drept referinta cantitatea
mai multor compusi fenolici gésiti In portocale si in cdpsuni si au respectat concentratiile
relative in studiile lor [7, 53]. Interactiunile sinergice si antagoniste, cu prevalenta celor
sinergice, au fost raportate pentru combinatiile de 2, 3 sau 4 compusi [7, 53].

Dualitatea antioxidantilor de a actiona ca prooxidanti si ca reducdtori, a reorientat
oamenii de stiintd spre investigarea compusilor mai putin activi, dar importanti n raport cu
studiul activitatilor antioxidante-prooxidante. Molecule precum acizi organici (acizul tartric,
citric, acetic, malic), zaharuri simple si complexe (glucoza, pectind), fosfolipidele [68] etc.,
poseda activitati antioxidante neglijabile Impotriva radicalilor liberi, totusi, in combinatii cu
antioxidantii naturali pot exercita o influentd puternicd asupra mecanismul de actiune a
acestora. Trebuie mentionat faptul ca astfel de compusi cu activitate antioxidanta scazuta sunt
prezenti fiziologic in sursele naturale intr-o concentratie considerabil mai mare decat cea a
captatorilor de radicali liberi, astfel contributia lor pentru mersul reactiilor poate deveni
semnificativa [13]. In contextual dat, doua rezultate diferite dintre interactiunea a-terpinenului
sau a BHT cu acizii acetic, malic si citric au fost observate de catre Quiroga si col. [69].

Activitatea antioxidantd a compusului a-terpinen Tmpotriva radicalului DPPH a fost
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imbunatatita de prezenta acizilor organici; dimpotriva, activitatea BHT a fost inhibata [69].
Prin cresterea concentratiei de acid ascorbic in prezenta acizilor acetic, malic sau citric s-a
observat o inhibare a radicalilor liberi DPPH mai buna, prin urmare — un efect sinergic mai
mare [10]. Utiliz&nd spectroscopia RES, R. Lo Sclazo [13] a studiat interactiunile antioxidante
dintre acidul ascorbic, acidul clorogenic si cisteind In combinatie cu substante non-
antioxidante, cum ar fi glucoza si acidul citric impotriva a trei radicali liberi: anionul
superoxid, radicalul hidroxil si radicalul hidroperoxid de ferg-butil. Cisteina a demonstrat
activitate prooxidantd in reactia cu radicalul hidroperoxid de terf-butil, dar, dupa amestecarea
cu alti compusi antioxidanti sau non-antioxidanti, probele au manifestat efect sinergic [13].

In ultimii ani, au fost publicate numeroase lucriri care ofera date experimentale privind
interactiunile sinergice, aditive sau antagoniste dintre antioxidantii comuni cu diferite extracte
si/sau sucuri [70-72], precum si rezultate privind interactiunile antioxidante dintre diferite
alimente [61, 73, 74]. Potrivit datelor raportate de Celik E. E. & Gokmen V. [75], Tn alimente,
captatorii de radicali sunt prezenti ca antioxidanti legati de proteine, lipide si carbohidrati.
Acest fapt afecteazd proprietatile functionale in vivo ale compusilor dati, cum ar fi
biodisponibilitatea si bioaccesibilitatea, astfel incat antioxidantii legati sunt eliberati lent din
matricea fibrelor, in forma intacta, abia in colon [75].

Muhammad si col. [56] au stabilit importanta raportului dintre extractele de cacao si
scortisoara si a compusilor lor individuali pentru activitatea antioxidanta a amestecurilor.
Rezultatele au demonstrat faptul cd prin cresterea concentratiei extractului de scortisoara,
efectul antagonist devine mai pronuntat. De asemenea, tipul de interactiune antioxidantd a
compusilor individuali s-a dovedit a fi dependent de raportul de concentratie a acestora [56].
Imbunatitirea activitatii antioxidante si a efectului sinergic la pH bazic a fost raportata in cazul
amestecurilor dintre extractul de salatd verde si quercetina, extractul de ceai verde sau
extractul din seminte de struguri, impotriva oxidarii lipozomilor [76]. Deprotonarea si
stabilizarea anionilor fenolati in solutii alcaline afecteaza capacitatea lor de donare a
electronilor, de asemenea, a fost sugerat faptul ca interactiunile lor sinergice sunt determinate
de reactii de polimerizare [76].

Dupa cum indica datele, actuala investigatie a interactiunilor dintre antioxidantii
comuni $i compusi non-antioxidanti, poate oferi 0 intelegere mai bunda a influentei
concentratiei, pH-ului, matricei/mediului de reactie, in care se gasesc in mod natural

antioxidantii, asupra mecanismului de actiune si asupra puterii antioxidante a amestecului;
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poate descrie mai bine avantajul/dezavantajul combindrii anumitor produse alimentare sau

extracte din alimente; si, in cele din urma, ofera noi perspective pentru cercetdrile ulterioare si

g ey

1.4.  Antioxidantii fenolici si acizii organici din struguri

Strugurii sunt cele mai raspandite si recoltate fructe din lume, cu o productie anuald mai
mare de 74.9 de milioane de tone in anul 2022 [77]. Obtinerea si prelucrarea strugurilor lasa o
amprentd semnificativa asupra stabilitatii si dezvoltdrii economice a tarilor producdtoare si
consumatoare de struguri. Aproximativ 80% din cantitatea de struguri produsa este utilizata in
vinificatie, cei mai importanti producétori mondiali de struguri si vinuri fiind Franta, Spania, Italia
si SUA. Pentru Republica Moldova, strugurii sunt un produs natural de interes economic strategic,
deoarece sunt solicitati in stare proaspata, de asemenea, servesc ca materie prima pentru vinificatie
— una din ramurile principale in industria prelucratoare. Conform datelor oficiale ale Organizatiei
Natiunilor Unite pentru Alimentatie si Agriculturd, in 2021, Republica Moldova s-a clasat pe locul
9 in topul tarilor europene la productia strugurilor si pe locul 25 in lume [77].

Compozitia complexd a strugurilor presupune prezenta unui semnificativ numar de
nutrienti si compusi biologic activi. Vitaminele, compusii fenolici, carbohidratii, acizii organici,
mineralele sunt doar unele clase de compusi care confera importanta culturii date [15].
Concentratia acestora are o insemnatate deosebitd, deoarece contribuie la formarea culorii,
gustului si aromei fructelor proaspete si, de asemenea, la conferirea culorii, gustului si calitatii
vinurilor, sucurilor si a altor produse derivate.

Strugurii reprezinta o sursa bogata de compusi fenolici, care, dupa cum arata datele [78],
poseda activitate antioxidantd comparabild sau chiar superioard vitaminelor. Din punct de vedere
calitativ, polifenolii din struguri apartin diferitor subclase de compusi fenolici (Figura 1.5) si sunt
distribuiti neuniform in toate partile componente ale bobitelor si plantei. In pielit se contine cea
mai mare cantitate de polifenoli, in particular, taninuri condensate (oligomerii catehinei si
epicatehinei cu acidul galic), flavanoli, flavonoli, antociani, acizi fenolici si stilbeni [79].
Continutul de taninuri in struguri atinge valori maxime nainte de parga, dupa care incepe sa se
diminuaze in urma polimerizarii si asocierii cu pectinele [80]. Pielita soiurilor de strugurii rosii
contine antocianidine, care determina coloratia rosie intensda a bobitelor [81] si care poseda
activitate antioxidanta pronuntatd. De asemenea, in pielita strugurilor copti este prezent un continut
ridicat de substante aromatizante si precursorii acestora [79]. In pulpa strugurilor se acumuleaz,
in principal, acizii fenolici si flavonoidele monomerice in concentratii mai mici decat in pielita, de

asemenea, acizi organici, zaharuri, minerale etc. [15].
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Astfel, in sucul de struguri proaspat extras si In vinurile albe se contin, majoritar, acizi
hidroxicinamici precum: acizii p-coumaric, caftaric, ferulic si izomerii trans- ai acestora [82].
Semintele din struguri contin taninuri condensate, proantocianidine si flavonoide monomerice
[82].

Din punct de vedere chimic si structural, polifenolii sunt excelenti captatori de radicali
liberi [83]. Proprietatile antioxidante ale compusilor fenolici se datoreaza prezentei grupelor
functionale hidroxil in structura antioxidantului, care au capacitatea de a reduce radicalii liberi prin
donarea de electroni; totodata, structura aromatica a compusilor permite stabilizarea radicalilor
aroxil formati. Un rol foarte important in reactiile de captare a radicalilor liberi il are potentialul
de oxido-reducere al substantelor reducatoare, acest parametru fiind mai mic in cazul polifenolilor,

ceea ce permite donarea rapida a electronului de catre acestia si ruperea lantului oxidativ.

[ Compusi polifenolici ]

[ Flavonoide ] [ Non-flavonoide ]

( A e N
Antociani Stilbeni
(malvidin, cianidin, peonidin etc.) (resveratrol, piceatanol etc.)
\ J
4 \
Flavanoli ( ] ] N
(catehina, epicatehina etc.) ngnanl
(enterodiol, enterolactona etc.)
4 R . J/
Flavanone %
(hesperetin, naringenin etc.) Acizi fenolici ]
\ J \
Flavonoli
(quercetina, kaempferol etc.)
P § Acizi benzoici Acizi cinamici
Flavonone _ (_gal_ic, var_lilic, (cafeic, ferul_ic, sinapic,
. - siringic, tanic etc.) p-cumaric etc.)
(luteolin, agigenin etc.)
N
Izoflavone
(genistein, glicitein etc.)
. J

Figura 1.5. Clasificarea compusilor fenolici [84]

Mai concret, proprietatea antioxidanta a compusilor fenolici depinde de mai multi factori
chemico-structurali cum ar fi: 1) structura orto-dihidroxi (catechol) din ciclul B, pentru
delocalizarea electronului; 2) legatura dubla-2,3 in combinare cu gruparea 4-oxo in ciclul C, care
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permite delocalizarea electronului din ciclul B si stabilizarea moleculei; 3) gruparile hidroxil in
pozitiile 3 si 5 (Figura 1.6) [85]. In acest sens, flavonoidele posedi un potential antioxidativ sporit,
deoarece compusii din aceasta clasa contin una sau mai multe elemente structurale enumerate mai
sus. De asemenea, potentialul antioxidant al flavonoidelor depinde si de prezenta multiplelor grupe
hidroxil in structura lor. Spre exemplu, Villano si col. [86] au ardtat ca in reactia cu radicalul DPPH
valorile stoichiometrice ale compusilor fenolici testati corespund, in mare parte, cu numarul de
grupari hidroxil din molecula fiecarui compus. Astfel, un mol de catehina poate anihila pana la 5
moli de DPPH’, un mol de epicatehina — 7 moli de DPPH", quercetina — 5 moli de radical liber,
rutina — 6 moli de DPPH", un mol de resveratrol poate anihila 1 mol de DPPH" etc. [Tabel 1.1]
[86].

Figura 1.6. Numerotarea nucleului flavanoid [87]

Activitatea antioxidantd testata in vitro poate spori in urma polimerizarii monomerilor
flavonoidelor, cel mai bine cunoscut exemplu fiind proantocianidinele (de asemenea cunoscute ca
taninuri condensate). Polimerii catehinei si epicatehinei sunt excelenti inhibitori de specii
radicalice datoritda numdrului mare de grupari hidroxil disponibile de a interactiona. Activitatea
antioxidanta a proantocianidinelor depinde de lungimea lantului oligomeric si de tipul radicalilor
liberi cu care intra in reactie [52].

O alta caracteristica importantad a polifenolilor, care se refera la activitatea antioxidantd a
acestei clase de compusi, este capacitatea de chelare a ionilor metalelor de tranzitie, care, prin
reactia Fenton, pot genera radicali liberi. Prin legarea ionii de cupru si fier, acestia participa la
eliminarea efectului prooxidant al antioxidantilor, astfel, polifenolii joaca rolul de antioxidanti
secundari atunci cand sunt combinati cu alti compusi reducdtori. Este sugerat faptul ca siturile de
chelare ale metalelor grele sunt secventa catecholica din ciclul B, gruparile 3-hidroxil si 4-0xo din

heterociclul C si gruparile 4-oxo si 5-hidroxil dintre heterociclurile C si A [52].
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Tabelul 1.1. Structura chimica si activitatea antioxidanta a unor compusilor fenolici si

acizilor organici din struguri

Denumirea Structura chimica Activitatea antioxidanta
compusului Nr. gruparilor Valoarea
(clasa de compusi) OH electrono- | stoichiometrica in
donatoare raport cu DPPH"
[86]
Acid galic/ H 3 5-6
(acid fenolic)
HO OH
OH
Catehina on 5 4-5
(flavanol) g '
H o oH
OH
OH
Quercetina ol 5 5-6
(flavonol) O
H
DO
OH
OH O
Rutina 4 5-6
(flavonol)
“Hjy
o OH
OH
Resveratrol OH 3 1
(stilben) u
oH
Acid ascorbic HO 2 2-3
(acid lactonic)
110\/\Q0
HO OH
Acid OH O 2 2-3
dihidroxifumaric HO
(acid dicarboxilic) ST oM
H
Acid tartric o o - -
(acid dicarboxilic)
HO
H
Acid citric Oy OH | - -
(acid tricarboxilic) m
HO on OH




Datorita activitatii antioxidante a compusilor polifenolici, acestia se formeaza in struguri
drept raspuns la stres si la conditiile de mediu nefavorabile [88]. Tn deosebi, un rol protector fi
revine stilbenului resveratrol, care prin actiunea sa antioxidanta puternica protejeaza strugurii si
ulterior si vinul produs, mentindnd calitatea acestuia. Concentratia compusilor fenolici din struguri
este puternic influentata de soiul plantei de Vitis Vinifera, factorii viticoli si meteorologici,
conditiile ecologice de mediu, conditiile agrotehnice etc. [82].

Alti compusi importanti continuti in struguri sunt zaharurile si acizii organici — metaboliti
primari importanti, care contribuie la cresterea vitei de vie si la dezvoltarea bacelor. Acesti
compusi sunt considerati factori cheie pentru calitatea strugurilor si a vinului. Hexozele, glucoza
si fructoza, precum si acizii organici malic, tartric si citric se contin in pulpa bobitelor si sunt cei
mai abundenti compusi care contribuie la gustul dulce si, respectiv, la aciditatea strugurilor si a
produselor derivate [15]. Concentratiile si/sau raportul de concentratii ale acestora variaza pe
durata etapelor de dezvoltare si maturare a bacelor. Acizii organici sunt produsi atat in frunzele de
vita de vie, cat si in struguri, si Incep sa se acumuleze 1n bobite in stadiile incipiente ale dezvoltarii
acestora [80]. Dupa perioada de parga, concentratia de hexoze creste considerabil in bobite in timp
ce concentratiile de acizi organici scad drastic, cu exceptia cotinutului acidului tartric, care atinge
media de 6 — 10 g/L in strugurii copti [89].

Multitudinea proceselor biochimice din struguri a caror dezvoltare si intensitate sunt strans
legate de conditiile de mediu, determina variatia continutului claselor de compusi importanti
pentru calitatea strugurilor si a produselor din struguri. Perioada optima pentru consumul si recolta
fructelor date este la atingerea maturitatii depline, totusi, din punct de vedere a continutului de
metabolitii, faza erbacee se caracterizeaza prin acumularea cea mai intensa a acizilor organici si a
compusilor fenolici [80], fapt care afecteaza pozitiv activitatea antioxidantd a strugurilor verzi.
pentru a obtine compozifii nutritive pe baza matricelor din fructe si legume demonstreaza faptul
dat. Autorul a aratat ca din strugurii nematurati pot fi obtinute, recurgand la procedee tehnologice,
suc si acidifiant natural, cel din urma fiind valoros pentru fabrica produse ecologice cu o valoare
nutritiva inalta [90].

Desi zaharurile si acizii organici din struguri nu poseda activitate antioxidantd impotriva
radicalilor liberi, influenta lor asupra activititii antioxidante a compusilor fenolici sau a
vitaminelor este demonstrata [13, 69]. Zaharurile si acizii organici pot afecta indirect
mecanismului de interactiune antioxidantd a compusilor reducatori singulari sau a combinatiilor
de antioxidanti prin schimbarea pH-ului, a potentialului de ionizare, prin generarea proceselor de

polimerizare a antioxidantilor.
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1.5. Valeologia — directie stiintifica interdisciplinara ce raspunde provocirilor actuale

Subcapitolul dat reprezintd o introducere in notiunile de valeologie, ecovaleologie si
valeologie pedagogica. Aici sunt definite conceptele date, este expusa importanta, scopurile si
obiectivele acestor directii stiintifice interdisciplinare. De asemenea, este demonstratd si

exemplificatd actualitatea subiectului dat in contextul problemelor ecologice existente si iminente.

Definirea conceptelor de valeologie, ecovaleologie si valeologie pedagogica

In pofida existentei unui sir de stiinte care au ca obiect de studiu omul, esenta si existenta
acestuia (medicina, biologia, genetica, fiziologia, ecologia, psihologia, sociologia etc.), aceste
stiinte trateazd omul ca obiect al cunoasterii, care este privit din diferite puncte de vedere si, prin
urmare, este fragmentat in functie de interesul de studiu al fiecarei stiinte (cu posibila exceptie a
filosofiei) [19]. Din pacate, aceste fragmente care sunt acumulate si imbundtatite de fiecare
domeniu in parte, au putine cai si momente de interconectare si de formare a imaginii de ansamblu
asupra ideii de stare de sanatate a individului. La intersectia dintre aceste domenii de studiu si
cercetare sta valeologia, care, pe de o parte, aplica metodele si tehnologiile din domeniile medicale,
biologice, chimice, pedagogice, psihologice etc. pentru acumularea datelor necesare privind
in domenii tangentiale pentru formularea unor concluzii si recomandari pentru sandtatea umana.

Conceptul de valeologie a fost propus si descris pentru prima data de catre cercetatorul rus
I. I. Brekhman [18] care a evidentiat problema necesitatii de a dezvolta bazele unei noi stiinte si
in 1980 a introdus termenul de ,,valeologie”, care deriva din latinescul valeo - ,sanatate”, ,,a fi
sandtos”. Conceptul de ,,sandtate” este definit de Organizatia Mondiald a Sanatatii ca atingerea
unei stari de bundstare mentala, fizica si sociald absolutd, si nu doar eliminarea bolilor si absenta
dizabilitatilor fizice [91]. Aceeasi organizatie mentioneaza cd un om sanatos este acela care are
capacitatea de a trai armonios intr-un mediu permanent in schimbare [91].

Literatura de specialitate [18, 19] defineste valelogia ca o directie stiintifica
interdisciplinard de studiu si cunoastere a sandtdtii umane, a modalitatilor de asigurare, formare si
conservare a acesteia in conditii specifice de viata [18, 19]. Ca disciplina academicd, valeologia
reprezinta un ansamblu de cunostinte despre sanatate si stilul de viata sanatos [18, 19]. Subiectul
valeologiei este sanatatea individuald, rezervele sandtatii umane si mecanismele formarii acesteia,
iar scopul principal al valeologiei este de a spori utilizarea mecanismelor si rezervelor mostenite
de individ si mentinerea un nivel ridicat de adaptare a organismului la conditiile mediului intern si

extern [19].
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In termeni teoretici, scopul valeologiei este de a studia tiparele de mentinere a santitii,
modelarea si realizarea unui stil de viata sanatos. In termeni practici, scopul valeologiei poate
fi vazut in elaborarea masurilor si determinarea conditiilor pentru mentinerea si promovarea
sanatatii [19]. Astfel, principalele sarcini ale valeologiei sunt [19]:

1. Cercetarea si evaluarea sanatatii umane si a rezervelor de sanatate;

2. Formarea unor deprinderi de viata sanatoase;

3. Conservarea si Intdrirea sanatatii umane si a rezervelor de sanatate prin adaptarea unui
stil de viata sanatos;

Astfel, valeologia ia in considerare sandtatea intr-un mod complex, holistic, incluzand
toate laturile si aspectele sale si studiind starea de sandtate umana din toate aspectele si optiunile
posibile. Desi aceasta directie stiintifica are propriul domeniu de activitate, trebuie remarcat ca
in anumite aspecte este dificil de trasat o linie clara care sd separe valeologia si alte stiinte
precum cele medicale, biologice, biochimice, ecologice, psihologice, pedagogice, sociologice,
politice, economice, filozofice etc., astfel Tncat interesele valeologiei sunt uneori destul de
strans legate, de exemplu, de igiena, salubritate, prevenirea bolilor, starea mentala etc. [19].
Actualmente, valeologia este cunoscuta si studiatd sub mai multe aspecte: cel general, medical,
pedagogic, profesional, familial, social si ecologic (Figura 1.7).

In studiul actual se pune accent pe doui aspecte ale valeologiei — aspectul ecologic si
cel pedagogic. Prin urmare, este important de evidentiat baza generald a relatiei dintre
valeologie ca directie stiintifica cu stiintele ecologice si pedagogice [18, 19]:
relatia valeologie-ecologie — oferd baza stiintificd pentru managementul rational al mediului,
exploreaza natura relatiei ,,om — mediu — sanatate”, dezvolta modele optime pentru construirea
acestora si genereaza cunostinte despre aspectele dependentei sanatatii de mediu [18, 19];
relatia valeologie-pedagogie — dezvolta scopurile, obiectivele, continutul si tehnologiile
educatiei, inclusiv ale educatiei valeologice, menite sa formeze o motivatie puternica de
mentinere a unei vieti sdndtoase si sd initieze persoanele in principiile unui stil de viata sdnatos

[18, 19].
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Figura 1.7. Interconexiunea valeologiei cu alte stiinte [18]

Valeologia ecologica, numita si ecovaleologie, studiaza influenta factorilor naturali si a
consecintelor schimbarilor antropice din naturd asupra sdnatatii umane, studiaza si determina
natura comportamentului uman in diferite conditii de mediu cu scopul mentinerii sanatatii [18,
19]. Interventia omului in dezvoltarea si evolutia fireasca a naturii creeaza contradictii tot mai
profunde intre mediul Tnconjurdtor si corpul uman, care este un produs al evolutiei naturale si
biologice. In ultimele decenii, oamenii si mediul inconjuritor au fost (si sunt) expusi tot mai mult
consecintelor negative ale dezvoltdrii necontrolate a mai multor activitdti umane, cum ar fi
urbanizarea intensa, transportul, industria, agricultura etc. Cresterea nivelului de trai si abordarea
stilului de viatd bazat pe consumerism au amplificat poluarea apei cu o varietate de substante
chimice, nutrienti, scurgeri de petrol etc.; poluarea aerului cu CO2, SOz, NOx si alte gaze cu efect
de serd si particule; poluarea solului din cauza eliminarii deseurilor periculoase, a namolului, a
pesticidelor, precum si a utilizarii materialelor de unica folosinta sau non-biodegradabile si a lipsei
unor instalatii adecvate pentru stocarea deseurilor [92]. Aceste schimbari la nivel calitativ
survenite n mediul inconjurdtor afecteaza direct sanatatea omului, care foloseste elementele din
naturd pentru a se hrani, a respira si pentru a-si intretine viata.

Sistemele biologice interactioneaza cu mediul extern pentru a mentine un mediu intern care
favorizeaza supravietuirea, cresterea si reproducerea. Substantele din produsele alimentare
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constituie partea principald a fluxului de informatii structurale; acestea, trecand prin organism,
participd la cea mai intimd comunicare dintre individ si mediul extern, credndu-i ecologia interna
[18]. Fluxul alimentar, la fel de complex ca natura, este format din aceleasi elemente ca si mediul
inonjurator; contine sute de mii de substante naturale [18], precum si o cantitate tot mai mare de
poluanti toxici si nocivi pentru organism.

In contextul dat, obiectivele ecovaleologiei sunt, pe de o parte, de a studia natura influentei
mediului, care a suferit schimbari, asupra sanatatii umane si, pe de altd parte, de a elabora
recomandari privind adaptarea comportamentului uman la conditiile de mediu actuale si reale,
pentru a asigura i mentine o starea de sanatate buna.

Conceptul de ecovaleologie are multe laturi tangentiale cu conceptele de ecologie si chimie
ecologica. Prin definitie, ecologia este stiinta care Studiaza relatiile dintre organismele vii si mediul
lor de abitare, interactiunile organismelor intre ele si modelele si cauzele abundentei si distributiei
organismelor in naturd [93]. Pe de alta parte, chimia ecologica este stiinta ce studiaza procesele
chimice si interactiunile in ecosferd, determind compozitia si proprietatile chimice ale mediului
ambiant, adecvat valorii biologice de abitare [3]. La randul sau, ecovaleologia se face remarcata
prin faptul ca isi concentreaza studiul asupra interactiunii omului cu mediul si asupra modului in
care aceste interactiuni afecteaza sanatatea individului si starea sa de bine.

Valeologia pedagogica studiaza problemele de pregatire si educare a persoanelor in scopul
formarii unei motivatii puternice orientate cdtre asigurarea si mentinerea unui vieti sdnatoase si a
unui stil de viata sandtos la diferite varste si etape de dezvoltare [19]. Aceastd ramura a valeologiei
se dezvoltd cel mai dinamic, in special in tarile din spatiul post-sovietic [94-98]. Scopul propus
spre realizare prin educatia valeologicd este modelarea constiintei umane si formarea culturii
valeologice a indivizilor. Faptul dat presupune cunoasterea capacitatilor genetice, fiziologice si
psihologice personale, a metodelor si mijloacelor de control, conservare si dezvoltare a sanatatii
individuale, precum si capacitatea de diseminare a cunostintelor valeologice [19].

Caracterul interdisciplinar al valeologiei si ecovaleologiei, precum si legatura
incontestabila dintre procesele din mediul ambiant si viata si sandtatea umana permite de a trata
problema formarii si dezvoltarii orientarilor valeologice in comportamentul tinerilor la orice
disciplind scolard si universitard [94]. In literaturd sunt raportate multiple studii cu tentd
valeologica efectuate in institutii de invatamant, care demonstreaza abordarea subiectului din
punct de vedere al chimiei [94, 99], al biologiei si medicinei [95], al educatiei fizice [100] etc.

Lucrarea data trateaza subiectul interactiunilor antioxidante dintre compusii naturali din
mai multe perspective — cea chimica, ecologica si cea valeologica. Prin urmare, se vor accentua si

discuta aspectele care stau la intersectia dintre aceste stiinte, evidentiindu-se incontestabila relatie
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dintre acestea si formuladndu-se concluzii si recomandari privind mentinerea starii de sdnatate si a

unui stil de viata sdnatos in conditiile necesitatii consumului de antioxidantilor.

Importanta valeologiei in contextul problemelor si provocarilor actuale

Actualmente, una dintre problemele globale ale societatii este poluarea si impactul poluarii
asupra mediului si sanatatii omului. Datele recent publicate [92, 101] confirma ca poluarea este o
amenintare globald majord pentru sanatate si prosperitate, care provoaca peste 9 milioane de
decese in fiecare an la nivel global. In ultimele doui decenii, decesele cauzate de formele moderne
de poluare (de ex., poluarea aerului si poluarea cu substante toxice) au crescut cu 66%, ca urmare
a industrializarii, urbanizarii necontrolate, cresterii numarului populatiei, arderii combustibililor
fosili si absentei unei politici chimice nationale sau internationale adecvate [102].

Potrivit Figurii 1.8, poluarea aerului cauzeaza cel mai mare numar de decesuri, mai mult
de 6.5 milioane, urmata de poluarea moderna — aproximativ 6 milioane, ce presupune poluarea de
pe urma proceselor de industrializare si urbanizare. Poluare traditionald cauzeaza moartea a 3.6
milioane persoane, iar poluarea apei, la locul de munca si poluare cu plumb, in suma, provoaca
decesul a 3.1 milioane oameni.

Drept consecinta a poludrii intensive si a cresterii impactului negativ asupra sanatatii, in
ultimele doud decenii a capatat amploare conceptul de sustenabilitate si dezvoltare durabila.
Conform Comitetului de Sustenabilitate de la Universitatea din California, sustenabilitatea este:
»integrarea bundstarii mediului, echitatii sociale si vitalitatii economice pentru a crea comunitati
prospere, sdnatoase, diverse si rezistente pentru aceastd generatie si pentru generatiile viitoare.
Practica sustenabilitdtii recunoaste modul in care aceste probleme sunt interconectate si solicita o
abordare sistemica si o recunoastere a complexitatii.” [103]. Comparand definitia sustenabilitatii
cu cea a ecovaleologiei, se fac remarcate similaritatile dintre cele doua concepte, intrucat ambele
se focuseazd pe studiului interactiunilor dintre mediului si individ, si asupra formarii unor
conexiuni armonioase intre acesti doi factori. In mod similar, principiile att a sustenabilitatii, CAt
st a valeologiei se extind asupra mai multor sfere de activitate: alimentatie, educatie, sanatate,

industrie, mediu, societate, justitie, psihologie etc.
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Figura 1.8. Estimarea globala a deceselor atribuibile poluérii (milioane) in functie de tipul
de poluare, 2019 [102]

Analiza detaliatd a celor 17 Obiective de Dezvoltare Durabila stabilite in 2015 de statele
membre ale Natiunilor Unite [104], aratd ca valeologia raspunde la toate cele 17 obiective, iar
subiectul discutat In lucrarea datd raspunde la minim 4 dintre ele: (1) stoparea foamei, obtinerea
securitatii alimentare si Tmbunatdtirea nutritiei, promovarea agriculturii durabile, (2) asigurarea
unei vieti sandtoase si promovarea bunastarii tuturor, la toate varstele, (3) asigurarea unei educatii
incluzive si echitabile de calitate si promovarea oportunitdtilor de Invatare pe tot parcursul vietii
pentru toti, (4) asigurarea unor modele de consum si productie durabile. Abordarea holisticd a
legaturii cauzale dintre problema poluarii/degradarii mediului si consecintele asupra sanatatii, atat
din punct de vedere a sustenabilitatii, cit si conform conceptului de ecovaleologie, oferd o nota

intensa de actualitate acestei directii stiintifice, precum si studiului efectuat.
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1.6. Sinteza Capitolului 1

Antioxidantii sunt compusi care pot anihila speciile radicalice prin cedarea electronilor sau
a atomilor de hidrogen. Acestia apartin diferitor clase de compusi si actioneaza prin diverse
mecanisme de reactie: HAT, SET, SPLET, RAF, PCET, SEPT, SPLHAT si TMC.

La concetratii mari, compusii antioxidanti pot manifesta caracter prooxidant, comportandu-
se asemeni radicalilor liberi si participand la reactii de oxidare si deterioare a substratului oxidabil,
fapt care reprezinta o problema stiintifica actuald. Activitatea prooxidanta depinde de numarul de
grupari donatoare de electroni si de potentialul de oxido-reducere al antioxidantilor. Concentratia
compusilor antioxidanti si combinarea acestora in sisteme multicomponente similare celor din
sursele naturale (fructe, legume, plante etc.) sunt factori decisivi in eliminarea problemei efectului
prooxidant.

Combinarea diferitor antioxidanti reduce riscul manifestarii caracterului prooxidant al
compusilor reducator si genereaza efecte sinergice, aditive sau antagoniste. Tipul de interactiune
antioxidantd este determinat de mecanismul de interactiune dintre antioxidanti: (i) regenerare
reciprocd, (i1) formarea complecsilor intermoleculari, dimerilor sau aductilor antioxidanti si (iii)
efecte complementare.

Compusii non-antioxidanti precum acizii organici si zaharurile, pot avea influenta pozitiva
asupra mecanismului de actiune a antioxidantilor si asupra activitétii antioxidante rezultante, prin
schimbarea pH-ului, a potentialului de ionizare, prin conditionarea deprotonarii antioxidantilor.

Strugurii sunt o sursa bogata de antioxidanti naturali, reprezentantii de baza fiind compusii
fenolici. Polifenolii manifesta activitate antioxidantd datoritd prezentei grupelor functionale
hidroxil si datoritd factorilor chimico-structurali specifici. In struguri se gisesc concentratii
considerabile de acizi organici si zaharuri, care pot influenta activitatea antioxidanta a compusilor
polifenolici sau a altor antioxidanti prezenti.

Ecovaleologia, ca directie stiintifica interdisciplinara, investigheaza interactiunile dintre
om si mediul ambiant, precum si modul in care aceste interactiuni pot afecta starea de sdnatate a
individului. Consumul antioxidantilor in anumite concentratii si combinatii reprezinta un mod
primar al organismului de a relationa cu mediul inconjurator, prin urmare, ecovaleologia este
directia stiintifica abilitata sa cerceteze subiectului dat.

Rezultatele stiintifice raportate in literatura de specialitate si discutate in Capitolul |
accentueaza actualitatea studiului efectuat, si evidentiaza directiile de cercetare neexplorate: (i)
elucidarea interactiunilor antioxidante dintre compusii naturali la concentratii similare celor din

struguri, (ii) investigarea mecanismelor de interactiune antioxidanta dintre compusii naturali din

46



struguri si a efectului mediului de reactie, (iii) abordarea subiectului interactiunilor antioxidante
din perspectiva conceptului de ecovaleologie si formularea concluziilor corespunzatoare privind

consumul rational si utilizarea eficienta a antioxidantilor.
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2. MATERIALE SI METODE UTILIZATE iN STUDIUL INTERACTIUNILOR
ANTIOXIDANTE

In acest capitol este expusd metodologia de cercetare pentru realizarea scopului si
obiectivelor propuse, dupa cum urmeaza: materiile prime folosite la obtinerea mostrelor destinate
cercetarii; metodele de obtinere a extractelor din struguri si a probelor de lucru (extractie termica
si stoarcere); metode de determinare a indicilor fizico-chimici de baza la diferite perioade de
coacere a strugurilor (continutului de zaharuri, aciditatea titrabila, pH-ul si potential redox in
struguri); determinarea continutului de acizi organici in struguri (utilizdnd electroforeza capilara);
determinarea continutului total de compusi fenolici in struguri (metoda Folin-Ciocalteu);
determinarea continutului de proantocianidine in struguri (metoda DMACA); determinarea
continutului de antociani in strugurii rosii (metoda pH diferentiald); metodele de determinare a
activitatii antioxidante a extractelor din struguri si a amestecurilor de antioxidanti (metodele
DPPH', ABTS™ si PRFe); tehnica de laborator utilizatd pentru efectuarea analizelor
spectrofotometrice (UV-Viz, Stopped-Flow, RES, RMN); metodele de calcul si determinare a
interactiunilor antioxidante dintre compusii antioxidanti si non-antioxidanti; metode didactice de

integrare a conceptului de ecovaleologie in continutul cursului de Chimie ecologica.

2.1.  Materii prime si metode de obtinere a probelor de lucru

Pentru determinarea continutului unor compusi sau clase de compusi in strugurii autohtoni,
au fost cercetati strugurii din soiurile Viorica, Riton, Feteasca Neagra si Copceac (Figura 2.1),
utilizati pe larg in vinificatie in Republica Moldova. Soiurile Viorica si Riton sunt struguri albi,
autohtoni, de selectie noud, aromati, cu un continut relativ ridicat de zaharuri si acizi titrabili.
Strugurii din soiurile Feteasca Neagra si Copceac sunt struguri rosii, autohtoni, intens utilizati in
vinificatie. Cercetarile realizate anterior in baza soiurilor autohtone si de selectie noud [105], [106]
au demonstrat ca acestea sunt rezistente si ajung, In anii favorabili, sa ofere produse vitivinicole
ce pot concura, la nivel de calitate, cu vinurile obtinute din soiuri europene [105].

Strugurii din soiurile autohtone cercetate — Viorica, Riton, Copceac si Feteasca Neagra, au
fost obtinuti de pe plantatiile experimentale ale |.P. Institutul Stiintifico — Practic de Horticultura
si Tehnologii Alimentare (Chisinau, Republica Moldova), aflat in zona centrald a tarii. Pentru a
urmari evolutia indicilor fizico-chimici de baza si specifici, in deosebi a continutului de compusi
fenolici si acizi organici, au fost colectate probe de struguri verzi (12 — 17 iulie), struguri la parga
(12 — 17 august) si struguri copti (1 — 10 septembrie). Experimentele au fost efectuate pe durata a

trei ani consecutivi, 2020 — 2022.
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Figura 2.1. Soiurile de struguri analizate: A) Viorica, B) Riton,
C) Feteasca Neagra si D) Copceac

dupa cum este reprezentat in Figura 2.2.

Extractia compusilor bio-activi din struguri presupune anumite provocari, intrucat strugurii
reprezintd un sistem multicomponent foarte complex, format din substante polare si nepolare.
Astfel, inainte de extractie, bobitele intregi erau cantarite, apoi plasate intr-un blender electric si
strivite la putere minima pentru asigurarea omogenizarii pulpei si pielitei, dar ldsdnd semintele

intacte [107]. Pentru extractia compusilor bio-activi din struguri a fost utilizatd metoda termica,

Obtinerea extractelor si
probelor de lucru

Extractie termica

100 g proba omogenizata

incalzire la baia de apa
(50-60°C), 1 ora, agitare
continua

filtrare si centrifugare
(15 min, 7000 rpm)

depozitare, 4°C

Stoarcere

200 g proba omogenizata

stoarcere manuala

decantare (30-60 min),
filtrare si centrifugare
(15 min, 7000 rpm)

depozitare, 4°C

Figura 2.2. Schema de obtinere a extractelor din struguri si a probelor de lucru




Probele de lucru obtinute prin stoarcerea strugurilor (Figura 2.2) au fost necesare
determinarii indicilor fizico-chimici de baza (aciditate titrabila, continutul de zaharuri, pH,

potential redox) si a continutului acizilor organici majoritari.
2.2.  Metode de determinare a indicilor fizico-chimici de baza si specifici

Determinarea indicilor fizico-chimici de baza

Calitatea organoleptica a strugurilor de masd, precum si calitatea vinului, aroma si
stabilitatea, depinde foarte mult de continutul zaharurilor §i acizilor organici din struguri.
Continutul total de zaharuri este unul dintre cei mai importanti factori ai calitatii strugurilor de
masd, determinand gustul dulce al acestora si continutul de alcool in vinuri. Glucoza si fructoza
sunt zaharurile predominante in bobitele de struguri [15]. De asemenea, continutul de zaharuri si
aciditatea titrabila din struguri sunt utilizati ca indicatori ai maturitatii fructelor.

»  Continutul de zaharuri in struguri a fost determinat prin trei metode diferite, in dependenta

de gradul de maturitate a strugurilor si de continutul de zaharuri:

o metoda refractometrica — utilizata pentru determinarea concentratiei substantelor uscate
in sucul obtinut prin stoarcere. Metoda datd masoara optic indicele de refractie al
sucului, rezultatele fiind exprimate in °Brix.

o metoda densimetricd — pentru determinarea concentratiei 1n masa a zaharurilor in sucul
stors; a fost efectuatd conform GOST 13192-73 [108].

o metoda titrimetrica — determinarea concentratiei in masd a zaharurilor efectuatd prin
metoda titrarii indirecte, conform GOST 13192 [108].

»  Aciditatea titrabila — a fost determinata prin metoda titrarii directe conform GOST 14252
[109].

»  Determinarea pH-ul si potentialul de oxido-reducere - a fost realizata prin metoda
potentiometrica conform GOST 26188-84 [110] cu pH-metrul ,,Mettler Toledo MA 235”.

Determinarea continutului de acizi organici in struguri

Pentru determinarea continutului de acizi organici in strugurii din soiurile Viorica, Riton,
Feteasca Neagra si Copceac a fost utilizatd metoda electroforezei capilare la sistemul KAPEL
105M. Sistemul de electroforeza capilara KAPEL 105M este dotat cu un autosampler, avand
optiunea de comutare automata a polaritatii, controlatd de la computer. Principala caracteristica
distinctivd a modelului KAPEL 105M este functia de detectare spectrofotometrica. O lampa cu

deuteriu este folosita ca sursa de lumind, iar un monocromator de difractie cu un interval spectral
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de 190 — 380 nm este folosit ca element de dispersie. Acest interval permite selectarea lungimii de
unda de detectie care este cea mai sensibild la componentele tinta.

Electroforeza capilara, fiind modalitatea cea mai potrivita si eficientd de a separa
moleculele Tncarcate, mari si mici, oferd o largd varietate de aplicatii privind analiza lichidelor
biologice. Astfel, continutul acizilor organici a fost determinat in probele obtinute prin stoarcere,

intrucat acizii dati se concentreaza in pulpa bacelor [79].

Determinarea continutului total de compusi fenolici in struguri

Compusii fenolici au capacitate pronuntatd de anihilare a radicalilor liberi din sistemele
naturale, in mare parte, datorita prezentei grupelor hidroxil si a legaturilor duble conjugate [83],
[85]. Astfel, in baza proprietatilor antioxidante, compusii fenolici pot fi identificati si cuantificati.
Reactia generalda a metodei Folin-Ciocalteu presupune reducerea Mo(VI) pana la Mo(V) in

prezenta compusilor fenolici antioxidanti [23] (reactia 2.1 [111]).

e H 2.1
Mo (V) + AH —= o Mo (V) + A @1)

Pentru efectuarea testului dat, intr-un balon cotat de 100 mL se adauga 1 mL de proba,
care, ulterior, este diluati cu 20 mL apa distilata. In balon se adauga 1 mL solutie Folin — Ciocalteu,
iar peste 5 min se adaugd 10 mL solutie de 20% Na2COs si se aduce la cotd cu apa distilata.
Amestecul se lasd la Intuneric 20 min, la t.c., dupa care este supus analizei la spectroscopia UV-
Viz, la lungimea de unda 760 nm. Pentru creare probei martor, proba extrasa termic este inlocuita
cu apa distilata, astfel ca, pana de efectuarea masuratorii, solutia din balonul cotat devine incolora.
Rezultatele obtinute au fost exprimate in g EAG/L, iar pentru aceasta a fost construita dreapta de
calibrare dupa cum este aratat in Anexa 1, Figura A1.1.

Metoda Folin-Ciocalteu este pe larg utilizata in investigatiile privind continutul de compusi
fenolici in diverse produse vegetale si extractele acestora [107]. Desi aceasta metoda este frecvent
raportata n literatura de specialitate drept una accesibila si eficienta, aceasta este sensibila si fata

de substantele antioxidante interferente precum vitaminele si enzimele.

Determinarea continutului de proantocianidine in struguri

Continutul de proantocianidine din extractele de struguri a fost determinat utilizand
compusul cromofor 4-dimetilaminocinamaldehidd. Metoda DMACA a fost pentru prima data
raportatd de McMurrough si col. in 1978 [87]. Autorii mentioneaza ca reactivul dat ofera reactie

pozitiva exclusiv cu flavanoidele care poseda grupari hidroxil meta-orientate in ciclul A si o

51



legaturda simpla in pozitia C2 — C3 (Figura 2.3), acestea fiind catechina, epicatehina si

proantocianidinele [87].

CHO

N + epicatechina
H;C),;N H
(H:C)2 < > \ Cﬁ -H,0

iy ol

Complex DMACA-epicatechina
Figura 2.3. Schema de reactie a reactivului DMACA cu flavanolul epicatechina [112]

Tn experimentele efectuate, a fost utilizata metoda DMACA raportati de Arnous si col.
[24], adaptatd conditiilor de laborator existente. Astfel, solutia de DMACA a fost obtinuta prin
amestecarea a 1 g de reactiv DMACA, 25 mL 37% HCI si un volum de MeOH pana se atinge cota
unui balon cotat de 100 mL. Solutia oranj obtinutd este lasatd peste noapte la -19°C. Pentru
determinarea continutului de proantocianidine, intr-un balon cotat de 25 mL se transferd 1 mL
proba de analizat diluatd corespunzator, la care de adauga succesiv 3 pic. de glicerol, 5 mL solutie
DMACA si se aduce la cotd cu MeOH. Timpul de reactie este 7 min, dupa care se efectueaza
masuratoarea la spectrometrul UV-Viz, lungimea de unda setata fiind 640 nm. Proba martor este
preparata asemanator, prin excluderea reactivului DMACA. Rezultatele obtinute au fost exprimate
in g ECat/L, iar pentru aceasta a fost construita dreapta de calibrare dupa cum este aratat in Anexa
1, Figura A1.2.

Metoda DMACA are un avantaj mare comparativ cu alte metode de determinare a
continutului de proantocianidine, intrucat, antocianii — alti compusi fenolici din struguri, nu ofera

semnale interferente. De asemenea, metoda data este raportata drept una sensibila si specifica [24].

Determinarea continutului de antociani in strugurii rosii

Antocianii sunt pigmentii rosii din struguri sau alte produse vegetale colorate in nuanta
datd. Sunt compusi solubili in apad si cu proprietdti antioxidante, anihiland eficient speciile
radicalice [113]. Continutul de antociani este un indicator important pentru evaluarea calitatii
strugurilor si produselor din struguri, in special pentru vinuri. Faptul cd antocianii sunt niste
compusi cromofori, permite determinarea continutului acestora recurgand la metode accesibile

[25]. In sensul dat, o importantd deosebiti are echilibrul dintre formele colorate si incolore de
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antociani, ce depinde de prezenta unui mediu puternic acid care indreapta echilibrul reactiei spre

formarea cationului de flavilium de coloare rosie, formele de FOH fiind incolore (reactia 2.2) [25]:

—
F*+2H,0 < FOH + HsO* (2.2)

Determinarea continutului de antociani in extractele de struguri autohtoni a fost efectuata
prin metoda pH diferentiala, numitd si metoda dilutiei in alcool etilic acidulat cu HCl, raportata in
literatura de specialitate [25]. Prin urmare, intr-un balon cotat de 25 mL se transfera 3 mL de proba
diluatad corespunzator, 12.5 mL EtOH acidulat (acidulat cu HCI, pH 1 — 2), 3 pic. de 37% HCI si
se aduce la cotd cu apa distilatd. Amestecul obtinut se centrifugheaza timp de 15 min, la viteza
7000 rpm. Supernatantul este supus analizei spectrale la UV-Viz, la lungimea de unda de 530 nm.
Rezultatele obtinute la spectrometrul UV-Viz au fost inmultite cu coeficientul de extinctie al

malvidin-3-glucozidei — 1056.7 M~! cm™ [114] si au fost exprimate Tn mg EMalv/L.

2.3. Metode de determinare a activitatii antioxidante a extractelor din struguri si a
amestecurilor de antioxidanti
Tn subcapitolul dat sunt descrise metodele cunoscute in literatura de specialitate de testare
a activitdtii antioxidante a substantelor naturale, si anume: utilizarea compusilor cromofori
comercial accesibili — DPPH" si ABTS™, si a reactiei de formare a Albastrului de Berlin. Datele

au fost obtinute la diferite spectrometre.

Metoda DPPH*

Metoda de testare a activitatii antioxidante prin utilizarea radicalului liber 2,2-difenil-1-
picrilhidrazil [20] este pe larg raspandita drept o metoda simpla si accesibila de evaluare a
activitatii antioxidante a extractelor din plante, produselor alimentare sau a compusilor individuali.
Transferul atomilor de hidrogen sau a electronilor catre DPPH" determinad o scddere a absorbantei
la 510 - 520 nm, care poate fi observata la un spectrofotometru comun setat in regiunea vizibila
[20]. Radicalul DPPH poate fi anihilat de un antioxidant sau de o specie radicalica dupa cum

demonstreaza reactiile 2.3 si 2.4 [20]:

DPPH' + AH ——>DPPH-H + A’ (2.3)
DPPH" + R* —>DPPH-R (2.4)

Masuratori la spectroscopia UV-Viz. Pentru determinarea activitdtii antioxidante a
extractelor din struguri, a compusilor individuali si a amestecurilor de compusi naturali a fost

utilizatd metoda descrisa de Brand-Williams si col. [20]. Concentratia solutiei de DPPH" dizolvat
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in 96% EtOH a fost verificata zilnic utilizdnd dreapta de calibrare, concentratia fiind de
aproximativ 0.03 g/L (absorbanta = 1.000 £ 0.020 a.u.). Maximul de absorbtic a DPPH" a fost gasit
la 517 nm cu un coeficient de extinctie molar, €, de 11858 + 16 M1cem™,

Activitatea antiradicalica a extractelor din struguri, a compusilor individuali si a
amestecurilor de compusi a fost estimata conform procedurii descrise anterior [20]. La 3.9 mL de
DPPH’, s-au adaugat 0.1 mL de proba diluata corespunzator. Absorbanta a fost inregistratd dupa
plasarea reactiilor la Intuneric si atingerea starii de echilibru: 30 min pentru AG, AA, DHF, AT si
AC si 60 min pentru Que, Cat, Rut, Res, preparatul ENOXIL si extractele din struguri.
Concentratia compusilor studiati a variat in limita continutului acestora in struguri (detalii n
Capitolul 3).

Pentru studiul interactiunilor antioxidante in amestecurile Res — AA si ENOXIL — AA fost
utilizatd metoda raportata de Brand-Williams [20] adaptata corespunzator prin modificarea
volumelor solutiilor de reactie. Prin urmare, amestecul reactant a fost compus din: 3.8 mL DPPH’
dizolvat n 96% EtOH, 0.1 mL solutie etanolica de compus fenolic si 0.1 mL solutie etanolica de
AA. Au fost cercetate trei abordari de realizare a reactiilor:

)i interactiunea compusului fenolic cu DPPH" (timp de reactie - 60 min), apoi

adaugarea AA (timp de reactie - 30 min);

1) interactiunea AA cu DPPH’ (timp de reactie - 30 min), apoi adaugarea compusului

fenolic (timp de reactie — 60 min);

[11)  amestecarea ambilor antioxidanti si addugarea DPPH" (timp de reactie - 60 min).

Rezultatele obtinute pentru extractele din struguri au fost exprimate in g EAA/L, iar pentru

aceasta a fost construita dreapta de calibrare dupa cum este aratat in Anexa 1, Figura A1.3.

Masuratori la spectroscopia Stopped-Flow. Stopped-flow este o tehnica experimentala
pentru studierea reactiilor chimice rapide de ordinul a 1 ms. Tehnica datd a fost utilizata pentru
analiza reactiilor rapide dintre AA si/sau DHF si DPPH". Experimentele au fost efectuate Tn 98%
EtOH si in matricea de vin. Matricea de vin a fost preparata prin dizolvarea a 5 g/L AT in amestecul
apa — EtOH (12% v/v), dupa care pH solutiei obtinute a fost ajustat la 3.2 prin adaugarea solutiei
bazice de NaOH.

Solutiile stoc de antioxidanti au fost preparare de doud ori pe zi pentru a evita oxidarea
acestora. Solutia de DPPH" de 0.25 mM (in 98% EtOH) a fost preparata si verificata in fiecare zi.
Pentru asigurarea dizolvarii complete a compusilor, toate solutiile stoc au fost supuse iradierii cu
ultrasunete pentru 5 min. Intervalul lungimilor de unda operabile a fost stabilit in baza spectrului

de absorbtie determinat prin spectroscopia UV-Viz, maximele fiind la 517 nm pentru solutiile in
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EtOH si la 529 nm pentru solutiile in matricea de vin (Figura 2.4). Aceasta schimbare a lungimii
de unda se datoreaza modificarii solventului si pH-ului asa cum este descris in literatura de

specialitate [115], [116].
1 -
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Figura 2.4. Spectrul de absorbtie al DPPH" in (a) EtOH, (b) in matricea de vin si
(c) spectrul DPPH-H in matricea de vin

Masuratori la spectroscopia RES. Investigarea reactiilor cu participarea radicalilor liberi
prin Spectroscopia Electronica de Spin permite detectarea speciilor radicalice si cuatificarea
acestora. Pentru studiul interactiunilor antioxidante dintre AA si DHF au fost preparate solutiile
stoc de antioxidanti — 130 uM AA sau DHF, si solutia stoc de 0.05 mg/mL DPPH", toti compusii
fiind dizolvati in 96% EtOH. Variind volumul solutiilor de fiecare antioxidant, au fost obtinute
raporturile de concentratie DHF/A A necesare pentru efectuarea reactiilor (detalii in Capitolul 4).
Amestecul de reactie a fost obtinut prin amestecarea partilor egale — 0.5 mL, de proba si DPPH".

Timpul de reactie setat a fost de 30 min, la intuneric.

Masuratori la spectroscopia RMN. Pentru studiul interactiunilor antioxidante dintre DHF
si AA 1n reactia cu DPPH’, a fost urmata abordarea descrisa anterior de Sawai si col. [117], cu
utilizarea Spectroscopiei de Rezonantd Magnetica Nucleari. in experimentele din cadrul acestui
studiu au fost obtinute atat spectrele *C RMN, cat si 'H RMN. Interactiunile DHF si AA cu DPPH’
au fost studiate in amestecul de solventi deuterati acetona-ds - metanol-ds si cloform-d; - metanol-
ds, in tubul RMN. Concentratiile utilizate in experiment au fost de 0.015 mmol de AA sau DHF si
0.03 mmol DPPH". Astfel, raportul molar analizat a fost AA: DHF: DPPH" (1:1:2.6), avéand in

vedere stoichiometria reactiilor [86, 118].
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Au fost urmate trei abordari de realizare a reactiilor:

1) amestecarea DHF si DPPH’ (timp de reactie - 30 min), apoi adaugarea de AA (timp

de reactie - 10 min), analiza RMN;

1) amestecarea AA si DPPH’ (timp de reactie - 10 min), apoi adaugarea DHF (timp de

reactie - 30 min), analiza RMN;

[1l)  amestecarea ambilor antioxidanti, si adaugarea DPPH" (timp de reactie - 30 min).

Pentru a facilita analiza datelor, au fost stabilite semnalele caracteristice fiecarui compus,
conform spectrelor 3C RMN obtinute si datelor din literatura de specialitate [119]: AA — 6 63.8,
70.9, 77.1, 120.1, 154.8, 173.6 (ppm); ADA — ¢ 74.8, 75.0, 77.1, 77.2, 89.4, 89.6, 107.0, 107.5
171.7,172.6 (ppm); DHF — 6 136.5, 170.8 (ppm); DPPH-H — ¢ 121.6, 126.2, 127.9, 129.6, 130.2,
131.2, 135.2, 137.8, 143.1, 147.5 (ppm).

Pentru clarificarea mecanismului de interactiune antioxidanta dintre Res si AA in reactia
cu DPPH", au fost obtinute spectre 1*C RMN, in amestecul de solventi deuterati acetoni-ds —
metanol-ds in tubul RMN. Au fost analizate raporturile molare AA : Res : DPPH" (1:1:2.6), luand
in consideratie stoichiometria reactiilor [86]. Pentru obtinerea spectrelor compusilor individuali
au fost dizolvati 0.015 mmol de Res sau AA si 0.039 mmol pentru DPPH" intr-un volum total de
0.7 mL. Pentru a acumula date despre reactia dintre Res sau AA si DPPH", 0.015 mmol din fiecare
antioxidant au interactionat cu 0.039 mmol de DPPH" intr-un volum total de 0.7 mL. Mecanismele
interactiunilor antioxidante dintre Res si AA au fost investigate pentru doud abordari de realizare
a reactiilor [117, 120]:

1) amestecarea antioxidantilor, apoi adaugarea DPPH" (timp de reactie -1 ord), analiza

RMN;

1) interactiunea Res cu DPPH’ (timp de reactie - 1 ord), apoi addugarea AA (timp de

reactie - 15 min), urmata de analiza RMN.

Pentru a facilita interpretarea datelor 3C RMN, urmitoarele semnale caracteristice au fost
stablite pentru identificare: AA — 6 64.3, 70.9, 77.1, 120.1, 154.8, 173.6 (ppm), ADA — ¢ 74.8,
75.0,77.1,77.2,89.4, 89.9, 107.0, 107.5 171.7, 172.6 (ppm), Res — ¢ 103.5, 106.7, 117.1, 127.8,
129.5, 130.0, 130.8, 141.7, 158.9, 160.4 (ppm), DPPH-H — ¢ 122.1, 126.2, 127.9, 129.6, 130.2,
131.2, 135.2, 137.8, 143.1, 147.5 (ppm), dimer Res — ¢ 58.9, 94.8, 103.4, 106.5, 108.2, 110.9,
117.2,127.7, 129.5, 129.9, 130.8, 141.7, 159.0, 160.4 (ppm).
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Metoda ABTS**

Metoda data presupune utilizarea acidului 2,2'-azino-bis-(3-etilbenzotiazolin-6-
sulfonic) si a persulfatului de potasiu pentru obtinerea cation-radicalului ABTS™ [21].
Radicalul dat este utilizat pe larg [121] pentru determinarea capacitatii antioxidante a
extractelor din plante, a alimentelor, fluidelor clinice, a compusilor individuali etc. Prezenta
in solutie a compusilor antioxidanti determina reducerea ABTS"" pana la forma neutra— ABTS
(Figura 2.5) [122], acest lucru fiind observat prin pierderea culorii verzi-albastrui si
decolorarea solutiei. Metoda data este potrivitd pentru determinarile colorimetrice, intrucat
compusul ABTS™ are mai multe maxime de absorbtie la lungimi de unda diferite, care sunt

usor detectabile prin spectroscopia UV-Viz.

N SO
N N=—
T e oS
sz C,Hs
Csz ¢, ‘” Csz

Figura 2.5. Schema reactiei de anihilare a radicalului canion ABTS [122]

In investigatia actuald, radicalul ABTS"" a fost obtinut conform metodei existente in
literatura de specialitate [123]. Solutia de lucru de ABTS'" a fost obtinutd prin diluarea cu
apa distilatd a solutiei stoc pand la valoarea absorbantei initiale de 0.700 + 0.020 u.a.
Lungimea de unda la care au fost efectuate masuratorile a fost de 734 nm. Amestecul de
reactie a fost compus din 3.0 mL ABTS"" si 0.3 mL proba diluatd corespunzator [123], fiind
lasat la intuneric 20 min inainte de masuratoare [22]. Solutia martor a fost formata din 3.0
mL ABTS™ si 0.3 mL solvent. Rezultatele au fost exprimate in g ETrolox/L, iar pentru
aceasta a fost construitd dreapta de calibrare dupa cum este aratat in Anexa 1, Figura Al.4.

Similar radicalului DPPH, anihilarea ABTS™ are loc prin doud mecanisme
principale: reactia HAT care implica transferul intr-o singura etapa a unui atom de hidrogen
st reactia SET in care un singur electron este transferat pentru a reduce un specia radicalica

[36].
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Metoda PRFe

Metoda PRFe este cunoscuta in literatura de specialitate si sub numele de activitatea
prooxidanta [22], intrucét se bazeaza pe puterea probelor de analizat de a reduce ionul de Fe(lll)
in reactia Fenton [124]. Solutia oxidanta a fost obtinuta conform metodelor existente [22, 124].

Amestecul de reactie a fost compus din 2 mL proba diluatd corespunzator, la care s-a
adaugat 2 mL solutie de 1% ferocianura de potasiu, totul fiind plasat in baia de apa la 50°C pentru
20 min. Apoi, 2 mL solutie de 35% acid tricloroacetic au fost transferati in amestecul de reactie si
agitata fiola. Un volum de 2 mL de amestec obtinut a fost tranferat in alta fiola, la care au fost
adaugati 2 mL apa distilata si 0.5 mL solutie de 1% dodecil sulfat de sodiu pentru a impiedica
precipitarea Albastrului de Berlin care se formeaza in amestecul de reactie. La final, au fost
adaugati 0.5 mL solutie de 0.1% clorura de fier. Absorbanta maxima se gdseste la lungimea de
unda de 700 nm. Puterea de reducere a Fe(Ill) a fost exprimata in g EAA/L, iar pentru aceasta a
fost construitad dreapta de calibrare dupa cum este aratat in Anexa 1, Figura A1.5.

Din punct de vedere a chimiei reactiei, metoda PRFe simuleaza reactia Fenton si poate fi

descrisa prin ecuatiile 2.5 si 2.6 [124]:

Fe(I)-L + antioxidant =————= Fe(ll)-L + specie oxidata (2.5)
Fe(I1)-L + oxidant =———= Fe(lll)-L + antioxidant (2.6)

In ecuatiile de mai sus L este ligandul cromogen care coordineaza la ionul de Fe(ll) sau

Fe(Il).

2.4.  Tehnica de laborator utilizata pentru efectuarea analizelor spectrofotometrice
Spectrometria UV-Viz. Masuratorile au fost efectuate la spectrofotometrele Lambda 25
UV-Viz (Perkin Elmer) si Cary 50 (Varian, Inc., Foster City, CA USA), la t.c. (25°C), folosind

cuve de cuart de 10 mm.

Spectrometria Stopped-Flow. Spectrele au fost inregistrate la t.c. (25°C) pe un sistem
Biologic SFM-300 echipat cu trei seringi si capabil de amestecare secventiald, cu un detector cu
matrice de diode de mare viteza. Datele privind fluxul oprit au fost analizate cu pachetul software
SPECFIT32 (BioLogic Science Instruments, Seyssinet-Pariset, Franta), iar spectrele au fost

adaptate la modele cinetice simple folosind Agoritmii Levenberg — Marquardt sau Simplex.

Spectroscopia RES. Datele au fost obtinute la un spectrometru RES cu banda X EMX
(Bruker, Germania) care functioneaza la 9.8 GHz, cu o frecventd de modulatie de 100 kHz.

Spectrele au fost nregistrate la t.c. (25°C) utilizdnd urmatorii parametri: camp central 3490 G,
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latime de baleiaj 100 G, castig receptor 40 dB, amplitudine de modulatie 5 G, atenuare 10 dB
(20000 mW), timp constant 40.96 ms.

Spectroscopia RMN. Spectrele RMN au fost inregistrate la t.c. (25°C), la un spectrometru
Bruker AVANCE 400 echipat cu o sonda inversa de banda larga de 5 mm cu gradient de camp z,
care functioneazi la 400.13 si 100.61 MHz pentru nucleele *H si, respectiv, 13C. Pentru spectrele
13C RMN au fost inregistrate 10240 de scaniri. Deplasirile chimice sunt exprimate in parti per
milion si sunt raportate la varful rezidual nedeuterat al metanol-ds (3.31 ppm pentru *H si 49.0

ppm pentru 3C).

2.5.  Metode de calcul al interactiunii antioxidante dintre compusii studiati

Urmand abordarea raportatd de Brand-Williams si col. [20], activitatea antioxidanta a
compusilor sau amestecurilor de compusi testati in reactia cu DPPH' a fost estimatd prin
determinarea Concentratiei Eficiente, definitd ca concentratia de antioxidant necesara pentru a
anihila 50% din radical. Parametrul dat a fost exprimat in mol de antioxidant per mol de DPPH"
(mol AH/mol DPPH’). Acest parametru este invers proportional capacitatii antioxidante a
compusului studiat, valorile mai mici ale CEso indicand asupra unei activitati antioxidante sporite.

Pentru a determina parametrul CEso, procentul de DPPH' remanent la atingerea echilibrului
in reactie a fost calculat conform ecuatiei 2.7. Pentru reprezentarea grafica, rezultatele obtinute

pentru fiecare proba au fost raportate la valorile mol AH/mol DPPH.

%DPPH® remanent = (M) x 100, unde (2.7)

control

%DPPH"* remanent — procentul de DPPH" remanent;
Aproba — absorbanta probei analizate la atingerea echilibrului in reactie;
Acontrol — absorbanta probei la momentul zero.

Deoarece indicatorul CEsp este corelat cu stoichiometria reactiei, reprezentarea activitatii
antioxidante ca valori CEsp este mai exacta si usor comparabila cu datele cunoscute in literatura
de specialitate.

Procentul de inhibitie a fost obtinut folosind ecuatia 2.8 si a fost utilizat in continuare pentru

a determina tipul de IA.

%Inhibitie = (1 — 2 ) x 100, unde (2.8)

control
%]Inhibitie — inhibitia DPPH" exprimata in procente;
Aproba — absorbanta probei analizate la atingerea echilibrului in reactie;

Acontrol — absorbanta probei la momentul zero.

59



Tipul de interactiune antioxidanta intr-un amestec de compusi a fost calculat prin raportarea
valorii experimentale a procentului de inhibitie a amestecului de antioxidanti la valoarea teoretica
(ecuatia 2.10) [14], dupa cum este aratat in ecuatia 2.9:

IA = (/—’) unde (2.9)

Y%l

%Ile — valoarea experimentala a inhibitiei DPPH" exprimata in procente;
%I — valoarea teoretica a inhibitiei DPPH" exprimata in procente.

%I = %I, + %Iy — (%) unde (2.10)

%Ila si %lo reprezintd inhibitia in procente a radicalului liber cauzata de antioxidant si, respectiv,
de acidul organic, testati individual in reactia cu DPPH".
Prin urmare, se constatd un efect sinergic atunci cand IA > 1; dacd IA = 1, atunci

interactiunea este aditiva; iar un IA < 1 corespunde unui efect antagonic.

Metoda FIC. Experimentele realizate la spectroscopia RES cu scopul de a determina tipul
de interactiune antioxidantd dintre AA si DHF au permis efectuarea calculelor prin doua metoda:
metoda descrisd mai sus si metoda FIC. Aceasta din urma se descifreaza ca indicele de concentratie
inhibitorie fractionata si este utilizat in microbiologie pentru evaluarea efectului sinergic dintre
agentii antimicrobieni sau antifungici impotriva organismelor patogene, sau pentru a determina
natura interactiunilor in combinarea medicamentelor [125]. Prin urmare, indicele FIC este calculat
prin sumarea valorilor FIC caracteristice fiecarui medicament testat. Pentru aceasta este nevoie de
a cunoste CEsp pentru fiecare compus testat individual si iIn combinatie.

Astfel, calculul FIC pentru combinatiile de antioxidanti AA si DHF a fost efectuat conform
ecutiilor 2.11, 2.12 si 2.13, FIC pentru fiecare compus fiind determinat prin raportarea valorii CEsg

a combinatiei de antioxidanti la valoarea CEso pentru compusul individual.
FICINDICE = FICAA +FICDHF (211)

CEsy a AAin prezenta DHF (2.12)

FIC,, =
a4 CEsy a AA individual

CEsy a DHF in prezenta AA (2.13)
CEsy a DHF individual

FICpur =

In ecuatiile de mai sus, FICaa si FICpnr sunt valorile concentratiei inhibitorii fractionate

pentru AA si, respectiv, pentru DHF. Tn cazul indicelui FIC, se constati un efect sinergic atunci
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cand FIC < 1; daca FIC = 1, atunci interactiunea este aditiva; iar un FIC > 1 demonstreaza prezenta

un efect antagonist.

2.6. Metode didactice de integrare a conceptului de ecovaleologie in curriculumul
disciplinei Chimie ecologica

Pentru familiarizarea studentilor cu conceptului de ecovaleologie au fost prezentate mai
multe prelegeri in cadrul Universitatii de Stat din Moldova, la cursul de Chimie ecologica elaborat
de acad. Gh. Duca. Prelegerea intitulata ,,Chimia alimentara si asigurarea calitatii alimentelor.
Antioxidantii”, care a abordat materialul didactic dintr-o perspectiva ecovaleologica, a fost
prezentata patru ani consecutivi studentilor de la specialitatile Tehnologia produselor cosmetice si
medicinale, Chimie, Chimie biofarmaceutica si Tehnologia chimica industriala (Anexa 3).

e Metodele de predare utilizate au fost multiple si enumera:

- metode de comunicare orald expozitive (prelegerea, explicatia, demonstratia logica) si

conversative (discutia liberd, problematizarea);

- metode de explorare mijlocitd (analiza rezultatelor experimentale, analiza

comparativa);

- metode bazate pe actiune reala (analiza studiilor de caz).

e Mijloacele de invatamant utilizate: proiector, computer, programul Microsoft PowerPoint
pentru prezentarea materialului didactic ce a cuprins mijloace vizuale precum grafice, fotografii,
tabele, scheme de reactie, structuri moleculare, efecte animate precum descompunerea imaginii si
prezentarea ei pe secvente, pentru a asigura intelegerea problematicii supusa dezbaterii.

In scopul evaluirii procesului de invitare si pentru autoevaluarea studentilor a fost elaborat
un chestionar la subiectul antioxidantilor, ce cuprinde 18 intrebari referitoare la sursele si
proprietatile compusilor dati, la avantajele si riscurile consumului de antioxidanti (Anexa 4).
Chestionarul a fost completat de 30 studenti (in anul 2023), iar raspunsurile oferite au fost analizate
pentru evaluarea impactului pe care I-a avut prelegerea intitulata ,,Chimia alimentara si asigurarea
calitatii alimentelor. Antioxidantii” asupra (i) interpretarii materialului predat, (ii) formarii unor
opinii referitoare la conceptul de antioxidanti si radicali liberi, (iii) formarii concluziilor privind
consumul antioxidantilor din produse alimentare si din suplimentele alimentare. Chestionarul a
fost completat de doua ori de aceiasi studenti — inainte si dupa audierea prelegerii pentru o estimare

obiectiva a efectului produs de aceasta.
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Sinteza Capitolului 2

Studiul interactiunilor antioxidante dintre compusii fenolici si acizii organici, la
concentratii similare celor din struguri, presupune utilizarea diverselor metode de analiza atat in
probele de struguri, cat si in solutiile experimentale de compusi antioxidanti naturali.

Struguri din soiurile autohtone de Riton, Viorica, Feteasca Neagra si Copceac au servit
drept materii prime pentru determinarea continutului de compusi fenolici si acizi organici. Au fost
prelevate probe de struguri verzi, la parga si copti, in perioada anilor 2020 — 2022.

Pentru obtinerea extractelor de struguri si a probelor de lucru, a fost utilizata extractia
termica si stoarcerea strugurilor. Probele de lucru obtinute prin stoarcere au fost utilizate pentru
determinarea indicilor fizico-chimici de baza, inclusiv a continutului de acizi organici majoritari;
extractele obtinute termic au servit drept material pentru determinarea indicilor fizico-chimici
specifici si a proprietatilor antioxidante ale strugurilor.

Metodele de analiza utilizate au fost preluate din surse stiintifice, unele dintre acestea fiind
adaptate conditiilor experimentale caracteristice pentru actuala cercetare. Prin urmare, au fost
utilizate multiple standarde tehnice internationale pentru determinarea indicilor fizico-chimici de
baza. Au fost aplicate trei metode spectrofotometrice de determinare a diferitor clase de compusi
fenolici in strugurii analizati: metoda Folin-Ciocalteu (continutul total de compusi fenolici),
metoda DMACA (continutul de proantocianidine) si metoda pH diferentiala (continutul de
antociani). Pentru exprimarea rezultatelor, au fost utilizate standarde de referinta ca: acidul galic,
catechina si, respectiv, malvidin-3-glucozida.

Pentru determinarea activitatii antioxidante a probelor de struguri, a compusilor naturali si
a amestecurilor de compusi naturali, au fost aplicate trei metode raportate in literatura de
specialitate, ce presupun utilizarea compusilor cromofori: testele DPPH’, ABTS™ si PRFe de
determinare a activitatii antioxidante. Exprimarea rezultatelor a fost realizata in echivalenti de
Trolox si acid ascorbic. A fost descrisa relatia de calcul a concentratiei eficiente in scopul stabilirii
parametrului dat pentru fiecare compus natural si pentru amestecurile de compusi testate.

Doua metode de calcul au fost intrebuintate pentru determinarea tipului de interactiune
antioxidanta intre compusii naturali testati, acestea fiind metode cunoscute in literatura de
specialitate si pe larg utilizate in studiul substraturilor bio-active.

Determinarea tipului si mecanismelor de interactiune antioxidanta a compusilor naturali a
fost efectuat prin aplicarea metodelor si tehnicilor analitice, precum: spectroscopia UV-Viz,

spectroscopia Stopped-Flow, spectroscopia RES si spectroscopia RMN.
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Metodele didactice de integrare a conceptului de ecovaleologie in continutul prelegerii
,Chimia alimentara si asigurarea calitatii alimentelor. Antioxidantii” s-au axat pe metodele de
comunicare orald expozitive si conversative, metode de explorare mijlocita, si metode bazate pe
actiune reald. Tn scopul estimarii impactului prelegerii asupra adoptirii conceptiei ecovaleologice
de catre tineri, a fost elaborat si propus pentru completare un chestionar la subiectul

antioxidantilor.
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3. CARACTERIZAREA COMPOZITIEI CHIMICE A STRUGURILOR
AUTOHTONI LA DIFERITE PERIOADE DE MATURARE

Monitorizarea, la diferite etape de crestere si procesare a strugurilor, a continutului unor
compusi sau a unor clase de compusi este o conditie esentiala atat pentru fabricarea produselor
calitative, cét si din punct de vedere al rolului benefic pe care il au compusii bio-activi din struguri
asupra sanatatii omului [9]. In capitolul dat sunt prezentate datele privind continutul unor clase de
compusi: acizi organici, compusi fenolici, proantocianidine, antociani, compusi antioxidanti, n
patru soiuri de struguri autohtoni — Viorica, Riton, Feteasca Neagra, Copceac, importanti in
industria vinicold. Rezultatele au fost obtinute in diferite perioade de maturare a fructelor (in
struguri verzi, la pargd si copti), prin utilizarea multiplelor metodelor analitice — titrari acido-
bazice, metodele Folin-Ciocalteu, DMACA, metoda pH diferentiala si metodele DPPH’, ABTS™,
PRFe pentru determinarea activititii antioxidante. In baza rezultatelor obtinute au fost stabilite
raporturile de concentratie relevante studiului interactiunilor antioxidante dintre compusii fenolici

s acizii organici din struguri.

3.1.  Indicii fizico-chimici de baza si specifici caracteristici strugurilor autohtoni

Parametrii fizico-chimici sunt primii indicatori ai calitatii strugurilor si ai gradului de
maturitate a acestora. Dupa cum se vede din Tabelul 3.1, la diferite perioade de timp indicii fizico-
chimici variaza corespunzator gradului de maturitate a strugurilor [126]. Continutul de zaharuri
creste de la 38 g/ (media) in strugurii verzi pana la aproximativ 136 g/L la parga, ajungand la o
medie de 227 g/L 1n strugurii copti — continut de zaharuri care este considerat optim pentru recolta
si pentru producerea vinurilor. Conform literaturii, zaharurile se formeaza in struguri in urma
procesului de fotosinteza, zaharoza fiind produsul primar [80]. Concentratiile mici de zaharuri din
strugurii necopti pot fi argumentate de consumul acestora pentru a mentine dezvoltarea bacelor,
proces care este mult mai intens in strugurii verzi si la pargd. Odatd cu atingerea maturitatii
strugurilor, consumul zaharurilor este diminuat, inregistrandu-se o acumulare semnificativda a
acestora.

Evolutia aciditdtii titrabile este invers proportionald continutului de zaharuri. Astfel ca,
indicele dat scade de la aproximativ 28 g-ech. H2SO4/L in strugurii verzi pana la aproximativ 5 g-
ech. H2SO4/L in bobitele coapte [126]. Aciditatea titrabila depinde, in principal, de prezenta
acizilor tartric, malic si citric (mai putin). Acizii organici se afla intr-un proces continuu de formare
si acumulare in bacele strugurilor, in special la strugurii verzi [80]. Dupa perioada de parga,

aciditatea titrabila scade din cauza consumului acizilor organici in procesul de respiratie celulara.
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Determinarea pH-ului este un alt indice al gradului de maturitate si al calitatii strugurilor.
Parametrul dat creste In probele analizate de la aproximativ 2.4 in strugurii verzi pana la o medie
de 2.9 1n cei copti [126]. Aceasta crestere a valorilor pH-ului este determinata de scaderea aciditatii

titrabile, intrucat un continut mai mic de acizi organici produce un mediu mai putin acid.

Tabelul 3.1. Indicii fizico-chimici de baza determinati in soiurile de struguri Riton, Viorica,
Feteasca Neagra si Copceac la diferite etape de maturare. Analize efectuate in sucul de
struguri storsi.

Gradul de Denumire Continut Aciditatea pH Potential
maturitate SOi zaharuri, g/L titrabila, g-ech. redox, mV
H,SO./L

Riton 35.74+7.21 30.01+7.39 2.36+0.14 245.57£17.91
Struguri verzi | Viorica 33.11+3.54 29.06+10.79 2.28+0.61 264.90£2.14
Feteasca N. 43.39£10.89 25.27+£2.58 2.37+0.15 260.17+£7.94
Copceac 39.78+8.65 28.01+6.19 2.43+0.10 254.83+7.01
Riton 140.25+10.82 9.15+2.19 2.61+0.16 245.55+8.98
Struguri la Viorica 158.13+14.42 9.73+£1.68 2.79+0.13 235.35+8.13
parga Feteasca N. 116.33+23.05 10.74+1.83 2.6310.11 245.05+6.01
Copceac 130.05+39.67 8.61+4.38 2.66+0.13 243.25+7.57
Riton 215.73£16.59 5.17+0.06 2.82+0.09 233.85%6.15
Struguri copti | Viorica 221.85+32.46 5.79+0.55 2.91+0.02 228.70+1.27
Feteasca N. 241.23+23.81 4.41+0.83 2.91+0.51 228.45+29.49
Copceac 229.52+21.64 5.03£1.16 2.95+0.53 226.61+31.11

Potentialul redox este invers proportional pH-ului si depinde de concentratia speciilor
oxidante si reducatoare din proba. Prin urmare, potentialul redox scade de la media de 256 mV in
strugurii verzi pand la aproximativ 228 mV in bacele coapte [126]. Valorile diminuate ale
parametrului dat releva o capacitate mai mare a probelor de suc stors de a ceda electroni si,
respectiv, o activitate antioxidantd mai buna.

Rezultatele obtinute corespund cu datele raportate de alti autori referitoare la indicii fizico-

chimici in soiurile de Viorica, Riton, Feteasca Neagra si Copceac [105].

Continutul de acizi organici in strugurii autohtoni

Continutul acizilor a organici in strugurii de Viorica, Riton, Copceac si Feteasca Nearga
variaza in dependentd de gradul de maturare a fructelor [127, 128]. Dupa cum arata Figura 3.1 si
dupa cum a demonstrat indicele de aciditate titrabila (Tabelul 3.1), in strugurii verzi continutul de
acizi organici este mai mare, acesta diminuandu-se odatd cu atingerea maturitatii depline a
strugurilor [127, 128].

Acizii tartric si malic reprezintd aproximativ 90% din totalul acizilor organici din struguri;
pe langa acestia, mai sunt prezenti in concentratii mai mici acizii citric si oxalic [15]. Conform

Figurii 3.1, AT atinge valorile maxime de aproximativ 15 g/L in bobitele verzi, iar AM ajunge
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pana la o medie de 22 g/L [127, 128]. Aceste valori maxime sunt succedate de o descrestere brusca
in perioada de parga, pana la 6 — 8 g/L in cazul AT si pand la 1 — 2 g/L pentru AM. La coacere,
continutul de AT si AM creste pana la o medie de 8 g/L si, respectiv, 5 g/L. Acizii organici AO si
AC se gasesc in struguri, Tn deosebi 1n cei copti, Intr-o cantitate micd care nu depdseste 1 g/L,
exceptie facand AC in strugurii verzi, care inregistreaza valori de aproximativ 3 g/L (Figura 3.1)

[127, 128].
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Figura 3.1. Continutul de acizi organici — AO, AT, AM, AC, determinat in strugurii verzi,
la parga si Tn strugurii copti din soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagri si Copceac
Rezultatele obtinute corespund datelor si proceselor din struguri descrise in literatura [79,
80], conform carora reducerea continutului de acizi organici, in special a AT si AM, se datoreaza
combustiei acestora in respiratie — proces in care cei doi acizi sunt utilizati ca substrat respirator
odata ce temperatura depdseste 20°C. Acizii AT si AM se formeaza in frunzele si boabele verzi,

strugurii fiind unicul fruct de origine europeana care acumuleaza concentratii semnificative de AT

[79].

Continutul total de compusi fenolici in strugurii autohtoni

Continutul total de compusi fenolici a fost determinat prin metoda Folin-Ciocalteu,
utilizand acidul galic in calitate de standard de referintd, parametrul dat exprimand continutul de
polifenoli in probele analizate. Continutul total de compusi fenolici presupune prezenta in struguri

a unui numar mare de substante ce deriva de la benzen si arene, la care se grefeaza una sau mai
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multe grupe hidroxil [15]. Din aceasta mare clasa de compusi fac parte: acizii fenolici
(hidroxibenzoici si  hidroxicinamici), fenolii volatili, substantele tanante (catechine,
proantocianidine), substante colorate (antocianii, flavonele), stilbeni etc. [15].

Figura 3.2 demonstreaza ca strugurii verzi au cel mai inalt continut de compusi fenolici de
aproximativ 4 g EAG/L, indiferent de soi [128-130]. Concentratia de compusi fenolici scade
treptat si semnificativ in soiurile de Viorica, Riton si Feteasca Neagra in perioadele de parga si la
coacere. Astfel ca, la 1n strugurii copti continutul total de compusi fenolici ajunge sa fie de 1.2 —
1.5 g EAG/L in soiurile albe si de 2.4 g EAG/L in strugurii de Feteasca Neagra [128-130]. Tn cazul
soiului Copceac, continutul total de compusi fenolici Inregistreaza o scadere moderata pana la 3.1
g EAG/L, aceasta valoare mentinandu-se pana la coacere [128-130]. Recent, Taran si col. [105]

au raportat date similare referitoare la continutul de compusi fenolici in soiurile Feteasca Neagra

s1 Copceac.
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Figura 3.2. Continutul total de compusi fenolici determinat in struguri verzi, la parga si in
strugurii copti din soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagri si Copceac
Descresterea continutului de compusi fenolici inregistratd in struguri odatd cu maturarea
acestora se datoreazd migratiei polifenolilor din pulpd (unde se gasesc cand bobitele sunt verzi) in
seminte [79]. In soiurile rosii, pe langd acumularea in seminte, compusii fenolici se concentreaza
in pielitd, unde participa la formarea pigmentilor rosii — antocianii. In urma extractiei termice, o
parte din antociani trec Tn extract, prin urmare, valorile descrise in Figura 3.2 sunt mai mari pentru

Feteasca Neagra si Copceac — soiuri rosii cu un continut ridicat de antociani.
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Continutului de proantocianidine in strugurii autohtoni

Continutul de proantocianidine este exprimat in g ECat/L. Acest parametru indica prezenta
oligomerilor catehinei, epicatechinei si esterilor acestora cu acidul galic, fiind numite si taninuri
condensate. Conform Figurii 3.3, cel mai mare continut de proantocianidine este inregistrat in

strugurii verzi, Tn special n soiul Viorica — aproximativ 1.2 g ECat/L [128-130].
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Figura 3.3. Continutul de proantocianidine determinat in struguri verzi, la parga si in
strugurii copti din soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagra si Copceac

Pe parcursul coacerii, indicele dat scade pana la o medie de 4.3 g ECat/L in bacele coapte
de Riton, Viorica si Copceac, si pana la 0.24 g ECat/L in soiul de Feteasca Neagra [128-130].
Similar diminuarii continutului total de compusi fenolici (Figura 3.2), reducerea considerabila
(practic Injumatatirea) continutului de proantocianidine este cauzatd de migratia masivd a
compusilor dati catre seminte si pielitd pentru a participa la formarea acestora [79]. Aceste
rezultatele sunt in concordanta cu datele cunoscute in literatura de specilitate privind evolutia

fireasca a continutului de proantocianidine pe parcursul coacerii strugurilor [79].

Continutul de antociani in soiurile de struguri rosii

Continutul de antociani este exprimat in mg EMalv/L si presupune prezenta a cinci
compusi de baza — cianidina, poenidina, delfinidina, petunidina si malvidina [15]. Acest parametru
a fost determinat doar in extractele soiurilor rosii de Feteasca Neagra si Copceac, Intrucat
antocianii reprezintd pigmentul rosu din pulpa si pielita strugurilor.

Formarea pigmentilor rosii in strugurii de Feteasca Neagra si Copceac in perioada de parga

st la coacere este clar demonstrata de Figura 3.4. Continutul maximal de antociani se observa in
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soiul de strugurii Copceac, care contine aproximativ 500 mg EMalv/L in perioada de parga si 875
mg EMalv/L in strugurii copti [128-130]. Feteasca Neagra demonstreaza prezenta unei
concentratii mai mici de antociani si anume 300 mg EMalv/L la parga si aproximativ 700 mg
EMalv/L in bobitele coapte [128-130]. Compusii antociani se formeaza in perioadele de parga si
coacere a strugurilor rosii, continutul de antociani dublandu-se in acest interval de timp [128-130].
Fenomenul dat este observat in mod natural prin colorarea bacelor in pigmentul rosu intens
cunoscut la soturile rosii. Majoritatea antocianilor sunt localizati in pielitd unde pot exercita rolul
de protectie a bobitelor contra factorilor patogeni, totusi o concentratie mica de antocini se afla si
in pulpa. Raportand rezultatele din Figura 3.4 la datele din Figura 3.2, putem justifica continutul
sporit de compusi fenolici (aproximativ 3 g EAG/L) din strugurii Feteasca Neagra si Copceac

(comparativ cu valorile pentru Riton si Viorica) la etapele de parga si coacere.
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Figura 3.4. Continutul de antociani determinat in struguri la parga si in strugurii copti din
soiurile Feteasca Neagra si Copceac

Datele raportate in literatura de specialitate [105] demonstreazd o buna corelare cu
rezultatele prezentate in Figura 3.4, de asemenea, argumenteaza faptul ca soiurile Feteasca Neagra

si Copceac au un continut relativ Tnalt de antociani, comparativ cu alte soiuri autohtone.

3.2.  Activitatea antioxidanta a strugurilor studiati

Activitatea antioxidanta a extractelor din struguri autohtoni a fost determinata prin trei
metode descrise in literatura — DPPH", ABTS™ si PRFe. Decolorarea sau intensificarea culorii
solutiilor de radicali liberi demonstreaza prezenta, in probele analizate, a unui sir de compusi care
posedd activitate antioxidantd si intra in reactie cu speciile radicalice: substante din clasa

compusilor fenolici, vitamine, enzime etc. [15] Pana in prezent, date privind activitatea
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antioxidanta a soiurilor Riton, Viorica si Copceac obtinute prin metodele enumerate nu au fost

raportate de alti autori.

Metoda DPPH*

Conform Figurii 3.5, Tn care sunt prezentate rezultatele privind activitatea antioxidante a
probelor analizate in reactia cu radicalului DPPH, dupa cum era de asteptat, extractele din strugurii
verzi posedd cea mai mare activitate antioxidanta care depaseste 2 g EAA/L [129-131]. Judecand
dupa datele descrise in subcapitolul 3.1, activitatea antioxidanta sporita in aceste probe se

datoreaza continutului ridicat de compusi fenolici (Figura 3.2) si proantocianidine (Figura 3.3).
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Figura 3.5. Activitatea antioxidanti a strugurilor verzi, la parga si strugurilor copti din
soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagra si Copceac determinata prin metoda DPPH"

Extractele din struguri la parga si copti posedd o activitate antioxidantd mai redusd, in
special in cazul soiurilor de struguri albi de Riton si Viorica — aproximativ 0.6 g EAA/L; strugurii
de Feteasca Nearga si Copceac demonstreaza o activitate antioxidanta echivalenta cu aproximativ
1.6 g EAA/L [129-131]. Faptul dat este cauzat de formarea si acumularea in perioada de parga si
la coacere a antocianilor, care sunt compusi ce anihileaza eficient DPPH" [132]. Studiile indica o

corelare buna dintre continutul de antociani in struguri si activitatea antioxidanta a acestora [129,

132, 133].

Metoda ABTS™"
Metoda ABTS™" de determinare a activitatii antioxidante a extractelor de struguri a oferit
rezultate similare metodei DPPH’, ceea ce confirma corectitudinea efectuarii experimentelor.

Datele citate de literatura de specialitate indica ca cele doud metode de testare a activitatii
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antioxidante ofera rezultate comparabile. Potrivit studiului efectuat de Prior si col. [36], ambii
radicali liberi actioneaza prin sustragerea atomul de hidrogen sau a electronilor de la antioxidant
prin mecanismele HAT si SET. De asemenea, radicalul ABTS™ este reactiv fatd de majoritatea
antioxidantilor precum sunt compusii fenolici, tiolii si vitaminele.

Activitatea antioxidantd determinata prin metoda ABTS™" este exprimatd in echivalenti de
Trolox (Figura 3.6). Astfel ca, extractele din struguri verzi posedd cea mai mare activitate
antioxidantd de aproximativ 8 g ETrolox/L [129-131]. In strugurii copti de Riton si Viorica
activitatea antioxidanta scade pana la 1.6 g ETrolox/L, iar in cazul soiurilor Feteasca Neagra si

Copceac — pana la o medie de 5 g ETrolox/L, aceastd diferentd intre soiurile albe si cele rosii

datorandu-se prezentei antocianilor in strugurii rosii [129-131].
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Figura 3.6. Activitatea antioxidanti a strugurilor verzi, la parga si strugurilor copti din
soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagra si Copceac determinata prin metoda ABTS™

Metoda PRFe

Analiza puterii de reducere a Fe(IlI) este exprimata ca echivalenti de acid ascorbic per litru.
Rezultatele acestui test de determinare a activitatii antioxidante furnizeaza informatii despre
proprietdtile prooxidante ale probelor. Metoda PRFe imitd reactia Fenton si se bazeaza pe
oxidarea-reducerea fierului Fe(ll)-Fe(IIl) in prezenta unui acid puternic si a antioxidantilor din
probele analizate.

Extractele obtinute Tn strugurii verzi demonstreaza cea mai mare putere de reducere a
Fe(ll1l) — mai mare de 3.6 g EAA/L (Figura 3.7), in acelasi timp, si cea mai mare activitate
prooxidanta [129-131].
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Figura 3.7. Activitatea antioxidanti a strugurilor verzi, la parga si strugurilor copti din
soiurile Riton, Viorica, Feteasca Neagra si Copceac determinata prin metoda PRFe

Odata cu diminuarea continutul de compusi fenolici (Figura 3.2) si continutul de
proantocianidine (Figura 3.3), puterea de reducere a Fe(lll) este, de asemenea, in scadere la
strugurii albi in perioada de pargd si la maturitate, inregistrand valori de aproximativ 1 g EAA/L
[129-131]. Pe de alta parte, pentru soiurile rosii Copceac si Feteasca Neagra, indicatorul PRFe
depaseste valoarea de 2.4 g EAA/L in perioada de pargd si in strugurii copti, In contextul
acumuldrii concentratiei mari de antociani [129-131].

Figurile 3.5 — 3.7 demonstreaza dependenta activitatii antioxidante a probelor de struguri
analizate de continutul in dinamica a compusilor bio-activi, care depinde de procesele biochimice
din struguri la anuite perioade de maturare. Figura 3.8 sumeaza concluziile formulate n
subcapitolul dat, prin urmare, probele de struguri verzi poseda activitate antioxidanta maximala
datoritd continutului maximal de compusi fenolici, inclusiv proantocianidine. Totodata,
concentratiile sporite de acizi organici in strugurii verzi pot influenta semnificativ activitatea
antioxidantda a compusilor reducdtori. Strugurii la pargd sunt caracterizati de o activitate
antioxidanta redusa, cauza principala fiind migrarea compusilor fenolici din pulpa in seminte si
pielitd. De asemenea, la acestd etapd are loc o acumulare moderatd a zaharurilor si a antocianilor
in soiurile de struguri rosii (Figura 3.8). Activitatea antioxidanta a strugurilor copti este
semnificativ mai mare decat a celor la parga, totusi mai redusa decat a strugurilor verzi (Figurile

35-3.7).
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Figura 3.8. Dependenta activitaitii antioxidante de continutul in dinamica a compusilor

fenolici si non-fenolici din struguri la diferite perioade de maturare

Accelerarea procesului de formare a antocianilor (ce poseda activitate antioxidantd) in
strugurii rosii contribuie la ameliorarea activitatii antioxidante a probelor obtinute din soiurile rosii
de Copceac si Feteasca Neagra (Figura 3.8). Continutul ridicat de zaharuri in strgurii copti, de

asemenea poate influenta activitatea antioxidantd a probelor anlizate.

3.3. Stabilirea concentratiilor optime de compusilor fenolici si acizi organici pentru

studiul interactiunilor antioxidante

Desi continutul compusilor fenolici si a acizilor organici din struguri variazd mult in
dependentd de maturitatea strugurilor, regiune, conditiile climaterice, metodele analitice utilizate
etc., rezultatele experimentale descrise n acest capitol, precum si datele cunoscute in literatura de
specialitate (Tabel 3.2), au permis stabilirea concentratiilor si raporturilor optime pentru efectuarea
experimentelor de determinare a interactiunilor antioxidante dintre compusii studiati. Tabelul 3.2
contine date privind continutul de compusi antioxidanti (acizii ascorbic, dihidroxifumaric, galic,
catehina, quercetina, rutina, resveratrol) si non — antioxidanti (acizitartric si citric) raportat in
literatura de specialitate si continutul acelorasi compusi determinat experimental si exprimat in

echivalenti de compus standard.
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Tn Tabelul 3.2 sunt prezentate datele raportate in literatura de specialitate si cele obtinute
experimental privind continutul de compusi naturali Tn struguri, a caror interactiuni antioxidante
au fost investigate ulterior in lucrare. Tabelul contine rezultate experimentale obtinute prin metode
similare ce presupun etape ca: utilizarea bobitelor integrale, omogenizarea materiei prime, timpul

de extractie de maximum 1 ord, centrifugare.

Tabelul 3.2. Concentratia compusilor fenolici si acizilor organici in struguri conform

datelor din literatura de specialitate si celor obtinute experimental [128]-[130]

Compus Concentratia compusilor in struguri | Concentratia compusilor in
conform literaturii de specialitate struguri autohtoni
AT - 3713.33 - 5050.00 mg/kg [134, 135]; - 7675.22 + 1273.77 mg/L [127,
- 2816.00 - 6775.56 mg/L [105, 136]; 128]**
AC - 53.01 - 406.67 mg/kg [134, 135]; - 27554 + 50.04 mg/L [127,
- 346.00 - 473.00 mg/L [105, 136]; 128]**
AA - 48.67 - 235.29 mg/kg [134, 136]; - 41.33+16.40 mg/L **
- 50-250.00 mg/L [15, 137, 138];
DHF - nd - nd
AG - 0.60 - 336.00 mg/kg [135, 139, 140]; - 1.03+0.34 mg/L **
- 0.67 -8.81 mg/L [136, 141];
Cat - 2.30-1170.33 mg/kg [135, 139, 140]; - 9.21+2.95mg/L **
- 1.03-10.90 mg/L [136, 142, 143];
Que - 0.61-482.83 mg/kg [135, 139, 140]; - 5.15+1.01 mg/L **
- 0.31-4.66 mg/L [136, 142];
Rut - 1.37 - 364.83 mg/kg [135, 139, 140]; - 17.55+10.62 mg/L **
- 2.02-200.95 mg/L [136, 141];
Res - 0.17 - 32.65 mg/kg [139, 140]; - 4.53+0.57 mg/L **
- 3.52-43.95mg/L [141, 142];
Proantocianidin | - 113.80 —536.2 mg ECat/L [144]; - 690.99 £ 29555 mg ECat/L
e [129]***
TCF* - 1069.17 - 483450 mg EAG/kg [134, |- 2841.97 + 1035.21 mg EAG/L
145]; [128-130] *
- 1749.00 — 3454.00 mg EAG/L [144];

*TCF — continutul total de compusi fenolici, parametru determinat prin metoda Folin-Ciocalteu. **Date
obtinute la Elecroforeza capilard, in soiuri de struguri rosii autohtoni. ***Date obtinute prin metoda
DMACA. nd —nu a fost determinat.

Datele din literatura de specialitate selectate reflecta continutul compusilor cercetati din
strugurii diferitor zone teritoriale - Turcia, Grecia, Iran, Moldova, Slovenia, SUA, Africa de Sud,
Algeria, pentru obtinerea unor valori maxime si minime caracteristice diferitor regiuni geografice
si pentru analiza comparativa cu datele experimentale obtinute in stuguri autohtoni. Pe langa

diferenta creata de factorul geografic, oscilarea valorilor este puternic influentatd de modul de
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exprimare a datelor. Prin urmare, au fost comparate concentratiile exprimate in aceleasi unitati de
masura.

Tabelul 3.2 contine si date obtinute experimental in soiurile de struguri din Republica
Moldova. Se observa ca valorile determinate in strugurii autohtoni sunt comparabile cu cele ale
strugurilor din alte regiuni. Spre exemplu, concentratia AT de 7675.22 + 1273.77 mg/L din
strugurii locali este comparabild cu concentratiile aceluiasi acid declarate in literatura de
specialitate: 2816.00 — 6775.56 mg/L [105, 136]; continutul de AC in strugurii autohtoni (275.54
+50.04 mg/L) de asemenea este comparabila cu cea a strugurilor din alte regiuni (346.00 —473.00
mg/L) [105, 136]. Continutul de acid ascorbic indentificat Tn strugurii autohtoni (41.33 £ 16.40
mg/L) este mai mic comparativ cu datele raportate anterior (50 - 250.00 mg/L) [15, 137, 138].
Concentratiile de AG (1.03 £0.34 mg/L) si Cat (9.21 + 2.95 mg/L) din strugurii locali sunt similare
cu cele din literatura de specialitate, iar continutul de Que (5.15£1.01 mg/L) depaseste putin
continutul aceluiasi compus in strugurii straini (0.31 - 4.66 mg/L) [136, 142]. Concentrati
polifenolilor Rut (17.55+10.62 mg/L) si Res (4.53+0.57 mg/L) in soiurile autohtone sunt
comparabile celor din alte regiuni: 2.02 - 200.95 mg/L [136, 141] si, respectiv, 3.52 — 43.95 mg/L
[141, 142]. Soiurile de stuguri autohtoni Viorica, Riton, Feteasca Neagra si Copceac au un continut
ridicat de proantocianidine (690.99 + 295.55 mg ECat/L) [129] comparativ cu datele in soiurile
straine (113.80 — 536.2 mg ECat/L) [144], iar continutul total de compusi fenolici (2841.97 +
1035.21 mg EAG/L) [128]-[130] este comparabil cu valorile raportate in literatura de specialitate
pentru soiuri din alte regiuni (1749.00 — 3454.00 mg EAG/L) [144]. Prin urmare, aceste date au
stat la baza formularii raporturilor de concentratii in care compusii analizati se gasesc in natura
(Tabelul 3.3), iar apoi, utilizarea datelor respective pentru determinarea interactiunilor
antioxidante.

Tabelul 3.3 reflecta raporturile dintre cele mai mari si cele mai mici concentratii de
compusi identificati n struguri conform literaturii de specialitate si datelor obtinute experimental
in strugurii autohtoni si intervalul de raporturi de concentratie in care au fost combinati compusii
antioxidanti si non-antioxidanti pentru stabilirea tipului de IA.

Pentru stabilirea raporturilor conform datelor cunoscute in literatura de specialitate si
rezultatelor obtinute in strugurii autohtoni, au fost utilizate valorile prezentate in Tabelul 3.2. Se
observa ca, in mare parte, raporturile dintre datele raportate in literatura de specialitate sunt
similare si comparabile cu cele obtinute in strugurii autohtoni, fapt care asigurd credibilitatea

datelor experimentale.
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Tabelul 3.3. Raporturile de concentratie ale compusilor fenolici si acizilor organici din

struguri conform datelor raportate in literatura de specialitate si datelor experimentale.

Raporturile de concentratie utilizate in experimentele de determinare a interactiunilor

antioxidante

Raporturi de concentratie

Conform datelor din Conform datelor Raporturi utilizate pentru
literatura de specialitate experimentale determinarea IA
Acid AT AC AT AC AT AC DHF
organic
AA 11- 173 1-9 31-154 |5-25 1-700 1-700 0.1-5
s £ |AG 11-10113 0.2-706 11456 1901 1-2500 |1-1500 |0.1-5
2 2 | Cat 3-6578 0.1-459 7452 1237 1-1000 |1-1000 |0.1-5
5 S | Que 8 - 21856 0.1-1116 | 1490 247 1-800 1-800 0.1-10
© % | Rut 10 - 3686 0.2-297 437 73 1-900 1-900 0.1-10
Res 114-29706 | 1.6-2392 | 1694 281 1-5000 [1-4000 |0.05-5

Raporturile in care au fost amestecati compusii pentru determinarea efectului antioxidant
au fost stabilite Tn limitele intervalelor declarate n Tabelul 3.3 (Date din literatura de specialitate
si Date experiment). In ceea ce priveste raporturile dintre AA si AT sau AC, se observi ci acestea
depasesc limitele maxime de 173 (pentru AT) si de 25 (pentru AC), raporturile AA — AT si AA —
AC fiind Tn intervalul 1 — 700. Faptul dat poate fi explicat de abundenta AT si AC in strugurii verzi
si la parga, care, este de aproximativ 1000 ori mai mare decat continutul de AA. Raporturile de
concentratie Stabilite pentru determinarea IA dintre compusii fenolici si AT sau AC sunt de ordinul
sutelor si miilor, fapt care corespunde cu datele experimentale si cele din literatura (Tabelul 3.2).
De asemenea, aceste date corespund cu raporturile de concentratii determinate n strugurii verzi,
etapa la care continutul de compusi fenolici, proantocianidine, acizi organici AT si AC este
maximal. Concentratia compusului antioxidant DHF in struguri nu a fost determinatd in aceasta
lucrare si nu a fost raportatd in literatura de specialitate din cauza decarboxilarii si oxidarii rapide
a compusului [118]. Respectiv, raporturile de concentratie dintre DHF si ceilalti antioxidanti
investigati au fost stabilite pornind de la ideea cd DHF este un constituent al ciclul Baround de
transformare a acidului tartric si a produselor intermediare in acidul oxalic [146]. Cunoscand lucrul
dat si puterea antioxidanta sporita a compusului [118], au fost stabilite concentratii mici de DHF

pentru utilizarea in experimentele de determinare a interactiunilor antioxidante.
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3.4. Sinteza Capitolului 3

Maturarea strugurilor, acompaniatd de schimbari biochimice, provoaca variatii
semnificative ale indicilor fizico-chimici de baza: continutul de zaharuri creste de la 38 g/L in
strugurii verzi pand la aproximativ 227 g/L 1n strugurii copti; aciditatea titrabila scade de la
aproximativ 28 g-ech. H2SO4/L in strugurii verzi pana la aproximativ 5 g-ech. H2SO4/L 1n bobitele
coapte; pH-ul in struguri creste de la aproximativ 2.4 in perioada incipientd de dezvoltare a
bobitelor pana la o medie de 2.9 la coacerea fructelor; potentialul redox scade de la media de 256
mV in strugurii verzi pana la aproximativ 228 mV in bacele coapte. Evolutia data a indicilor fizico-
chimici de baza este una fireasca si descrie principalele etape de dezvoltare a strugurilor.

In strugurii verzi continutul de acizi organici este maximal, atingand valori cuprinse intre
19 — 24 g/L. Acizii malic si tartric sunt acizi organici majoritari la toate etapele de maturare a
bacelor, fiind Tnregistrate valori medii de 22 g/L si, respectiv, 15 g/L in strugurii verzi, 1.5 g/I si,
respectiv, 5 g/L la parga si 5 g/L si, respectiv, 8 g/L in strugurii copti. Acizii citric si oxalic se
gasesc in concentratii mici de maximum 3 g/L si, respectiv, 1 g/L Tn strugurii verzi, iar la coacere
continutul acestora scade pana la un maxim de 0.3 g/L.

Continutul de compusi fenolici atinge cele mai inalte valori in strugurii verzi, 3.7 — 4.5 ¢
EAGIL, care, la coacere, scade pana la o medie de 1.4 g EAG/L in strugurii din soiurile albe
Viorica si Riton, si pana la media de 2.7 g EAG/L in soiurile rosii Feteasca Neagra si Copceac.
Similar, continutul maximal de proantocianidine este Tnregistrat in strugurii verzi, 0.9 — 1.2 g
ECat/L. La coacere, continutul de proantocianidine scade pana la o medie comuna de 0.4 g EAG/L.

Continutul de antociani in strugurii rosii inregistreaza valori mai mari odatd cu maturarea
completa a fructelor, in special in soiul Copceac, unde continutul de antociani creste de la 500 mg
EMalv/L, in perioada de parga, pana la 875 mg EMalv/L in strugurii copti. Fructele din soiul
Feteasca Neagra Inregistreaza o sporire a continutului de antociani in limita 321.9 mg EMalv/L
(pargd) — 639.7 mg EMalv/L (coacere).

Activitatea antioxidanta a strugurilor din soiurilor studiate este dependenta de continutul
de compusi fenolici, proantocianidine si antociani. Prin urmare, cele trei metode indica o activitate
antioxidantd maximala a probelor de struguri verzi: 2.2 g EAA/L (metoda DPPH"), 7.2 - 9.3 g
ETrolox/L (metoda ABTS™) si 3.6 — 5.0 g EAA/L (metoda PRFe). Odata cu dezvoltarea bacelor,
indicatorii dati scad semnificativ in soiurile de struguri albi Viorica si Riton pand la o medie
minima de 0.5 g EAA/L (metoda DPPH"), 1.6 g ETrolox/L (metoda ABTS™), 0.9 g EAA/L

(metoda PRFe); in cazul soiurilor rosii de Copceac si Feteasca Neagra, activitatea antioxidanta se

77



mentine la valori mai mari datorita prezentei antocianilor: 1.7 g EAA/L (metoda DPPH"), 5.4 g
ETrolox/L (metoda ABTS™) si 3.0 g EAA/L (metoda PRFe).

Rezultatele experimentale si datele citate de literatura de specialitate au permis stabilirea
raporturilor de concentratii dintre compusii fenolici si acizilor organici din struguri pentru studiul
interactiunilor antioxidante. Raporturile de concentratie stabilite sunt similare celor din struguri,
unde concentratia acizilor tartric si citric este de aproximativ 150 — 700 ori mai mare decét
continutul de acid ascorbic, de 800 — 1000 ori mai mare decat concentratia de catehind, quercetina
sau rutind si de 2000 — 5000 ori mai mare decat continutul de acid galic si resveratrol.

Au fost publicate un articol in revistd nationald de categoria B si 6 teze la conferinte
nationale si internationale 1a subiectul continutului compusilor antioxidanti si non-antioxidanti Tn
struguri si privind activitatea antioxidanta a strugurilor din soiurile autohtone Viorica, Riton,

Feteasca Neagra si Copceac.
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4. INTERACTIUNI ANTIOXIDANTE DINTRE COMPUSII NATURALI
DIN STRUGURI

Interesul pentru studiul interactiunilor antioxidante dintre compusii fenolici din struguri a
crescut Tn ultimii ani, fiind raportate interactiuni antagoniste, sinergice si aditive dependente de
concentratia si combinarea compusilor [60, 147-149]. Explicatiile privind mecanismului de 1A
dintre compusii dati se referd la (1) procese de regenerare, (2) formarea complecsilor
intermoleculari, dimerilor sau aductilor antioxidantilor si (3) efecte complementare care presupun
efectul solventului, pH-ului, concentratiei, solubilitatii etc. [149]. Totodata, mai multe cercetari au
stabilit prezenta proceselor de polimerizare dintre compusii fenolici, insotite de scaderea
numarului de grupari donatoare de electroni si efecte antagoniste [9, 45, 56, 63, 150].

Acizii organici precum acizii tartric si citric sunt compusi non — antioxidanti care se gasesc
in cantitati mari in struguri si pot influenta activitatea antioxidanta a compusilor reducatori [13,
14, 69]. Aceleasi studii au dovedit prezenta efectelor sinergice dintre diversi captatori de radicali
liberi si acizii organici din struguri.

Tipul de IA este puternic afectat de concentratiile compusilor participanti in reactie [45,
56, 151]. Conform datelor raportate, combinand compusii in concentratii similare celor din natura
(in acest caz, similare celor din struguri) se pot obtine efecte sinergice mai puternice [8, 13, 45,
47, 152, 153], deoarece sistemele multicomponente, similare cu cele din alimente naturale, din
punct de vedere a compozitiei si concentratiei, posedd mecanisme de actiune multiple si pot inhiba
oxidarea in diferite faze ale acesteia [17].

Astfel, in capitolul de fata sunt expuse rezultatele investigatiilor privind influenta diferitor
concentratii de acizi organici — acizii tartric, citric si dihidroxifumaric, asupra activitatii
antioxidante a compusilor fenolici si non — fenolici din struguri: catechina, quercetind, rutina,
resveratrol, acid galic si acid ascorbic. Sunt cercetare efectele sinergice dintre acidul ascorbic si
preparatul ENOXIL, mecanismele de interactiune antioxidanta dintre acidul ascorbic — acidul
dihidroxifumaric si acidul ascorbic - resveratrol. Rezultatele au fost obtinute prin aplicarea

diverselor metode spectrometrice si tehnici de laborator: UV-Viz, Stopped-Flow, RES, RMN.

4.1. Activitatea antioxidanta a compusilor fenolici in prezenta acizilor organici —
determinarea valorilor CEso
Utilizarea metodei DPPH® pentru investigarea activitatii antioxidante a compusilor
individuali s1 pentru determinarea tipului de interactiune antioxidantd dintre compusii naturali este
frecvent raportata in literatura [14, 63, 69, 86]. Radicalul DPPH poate fi anihilat atat prin

mecanismele HAT, cat si prin mecanismele SET [36], in functie de conditiile de reactie. Acest

79



lucru indica faptul ca, pentru a fi neutralizat, DPPH" va capta fie electroni, fie atomi de H de la
antioxidanti.

Compusii fenolici poseda o activitate antioxidanta sporita impotriva diferitor radicali liberi
[9, 45, 63, 86] datorita prezentei gruparilor functionale si a legaturilor duble conjugate. Tabelul
4.1 prezintd valorile CEso obtinute pentru compusii cercetati, aplicati individual, 1n reactia cu
radicalul DPPH. De asemenea, sunt prezentate valorile CEsp pentru combinatiile formate din AA,
Cat, Que, Rut, Res sau AG in amestec cu acizi organici — DHF, AT sau AC. Cu cat este mai mica
valoarea CEso pentru un compus, cu atat este mai mare activitatea antioxidanta. Astfel, din sirul
compusilor testati, AG este cel mai puternic antioxidant in aceste conditii de reactie, urmat de
ceilalti compusi in ordinea: Que < Cat = DHF < AA = Rut < Res [154-156].

Rezultate si tendinte similare au fost raportate de alti autori [9, 63, 86, 157]; putinele
diferente sunt atribuite utilizarii diferitor solventi, fapt care s-a dovedit a avea o influenta
semnificativa asupra mecanismului de actiune al antioxidantilor.

Stilbenul Res poseda o buna capacitate antioxidanta impotriva speciilor reactive de oxigen,
in special impotriva anionului superoxid [158]. Totusi, in reactia cu DPPH’, Res demonstreaza
activitate antioxidanta scazuta, aceste date fiind sustinute de studiile anterioare [9, 63, 86, 157].
Compusul DHF, care in investigatia data este tratat ca un acid organic, poseda o buna activitate
antioxidanta, avand CEsp = 0.18, ceea ce Tnseamna ca intr-un sistem multicomponent, chiar si in
concentratii mici similare celor din struguri, DHF poate influenta activitatea antioxidanta totala
[154]. Spre deosebire de DHF, acizii organici AT si AC au prezentat o activitate nesemnificativa
de captare a radicalilor liberi — chiar si la concentratii mari, AT si AC sunt capabili s anihileze
doar 3% din radicalii liberi [154]. Rezultate similare au fost raportate anterior [10, 14, 69].

Prezenta acizilor organici in amestecurile de reactie scade pH-ul solutiei, acest parametru
fiind dependent de concentratia de acizi organici (Tabelul 4.2) [154]. Astfel de valori ale pH-ului

sunt reprezentative pentru vinuri, sucuri naturale sau fructe [15, 159].
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Tabelul 4.1. Valorile CEso pentru compusii antioxidanti individuali si pentru combinatiile acestora cu acizii organici [154]

CEso (mol AH/mol DPPH")

Concentratia acizi organici

Compus antioxidant

AA Cat Que Rut Res AG DHF

Timpul dg 30 60 60 60 60 30 30
reactie, min
Fara a_ci_zi 0.24+0.00 0.18+0.02 0.15+0.00 0.24+0.00 1.15+0.03 0.06+0.00 0.18+0.01
organici
AT 16x10* N 0.22+0.01 0.19+0.00 0.16+0.01 0.25+0.01 1.22+0.01 0.06+0.00

160x10* N 0.22+0.01 0.18+0.01 0.18+0.00 0.26+0.00 0.98+0.00  0.06%0.01

800x10“ N 0.23+0.00 0.18+0.01 0.18+0.00 0.27+0.01 1.78+0.00  0.06%0.01
AC 16x10* N 0.23+0.00 0.18+0.00 0.17+0.00 0.25+0.00 1.59+0.02 0.06+0.00

160x10* N 0.23+0.00 0.21+0.02 0.18+0.03 0.26+0.00 1.14+0.00  0.05%0.00

800x10“ N 0.24+0.01 0.18+0.00 0.18+0.02 0.29+0.01 2.83+0.04  0.06%0.00
DHF 2x10“* N 0.20+0.00 0.13+0.00 0.14+0.01 0.21+0.00 1.32+0.01 0.09+0.00

4x10“* N 0.17+0.00 0.12+0.00 0.13+0.00 0.17+0.00 2.19+0.04  0.08+0.01

8x10“* N 0.09+0.01 0.09+0.00 0.09+0.00 0.09+0.02 1.01+0.01 0.06+0.00
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Tabelul 4.2. VValorile pH-ului pentru fiecare concentratie de acid organic (AT, AC si DHF)
utilizata Tn experimente. Solventul utilizat este EtOH [154]

Acizi Organici
AT AC DHF  96%
EtOH
6.58
16x10* N 4.43 4.42

‘S 160x10* N 375  3.89

£ 800x10*N 310 358

S 2x10*N 4.04

S 4x10*N 3.86
8x10“ N 3.64

Prin adaugarea acizilor organici — DHF, AT sau AC, la amestecurile de reactie dintre
compusul antioxidant si DPPH", s-au observat diferite rezultate [154]. Scaderea valorilor CEsp,
care poate fi interpretatd ca o activitate antioxidantd cooperantd dintre doi compusi, ce produce
cresterea activitdtii antioxidante totale a amestecului, a fost inregistrata pentru combinatiile: AA —
DHF, AA — AT si pentru polifenolii Cat, Que sau Rut Tn amestec cu DHF [154]. Contrar
rezultatelor date, addugarea acizilor AT sau AC la solutiile de compusi fenolici au o influenta
negativa asupra valorilor CEsp ale amestecurilor, cauzand, in majoritatea cazurilor, cresterea
acestui parametru [154].

Concentratia de acizi organici s-a dovedit a fi importantd pentru activitatea antioxidanta a
amestecurilor testate, totusi o tendintd predominantd nu a fost observata. De exemplu, odata cu
cresterea concentratiei de DHF de la 2x10* N la 8x10™ N, CEso pentru amestecurile formate din
DHF si AA, Cat, Que sau Rut scade, dar devine mai mare in probele cu DHF si Res sau AG [154].

In ceea ce priveste ceilalti acizi organici, prezenta AT sau AC la concentratii de 16x10* N
si 160x10™* N are o influentd usor pozitivd asupra activititii antioxidante a AA, dar o influentd
negativa sau nici o influentd in amestecurile cu Cat, Que, Rut si pentru majoritatea combinatiilor
cu AG [154]. Prezenta concentratiilor de 16x10™ N si 800x10* N de AT sau AC in amestecurile
de reactic Res — DPPH" produc o crestere semnificativa a valorilor CEsp, Tn special pentru
combinarea Res — 800x10* N AC [154].

Investigarea influentei diferitor concentratii de DHF, AT sau AC asupra activitatii
antioxidante totale arata ca mediul acid caracteristic strugurilor si produselor din struguri poate
afecta pozitiv sau negativ reactivitatea compusilor fenolici si non — fenolici. Tn mod natural,
asemenea mecanisme au loc in urma atacului microorganismelor patogene asupra bacelor, urmat
de marirea pH-ului si activarea proprietatilor antioxidante a compusilor fenolici in scopul
protectiei [80]. Desi datele din Tabelul 4.1 demonstreaza ca prezenta acizilor organici afecteaza

activitatea antioxidantd a compusilor fenolici si AA, provocand variatia valorilor CEsg, aceste
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rezultate sunt insuficiente pentru clasificarea amestecurilor testate in functie de tipul de
interactiune antioxidanta — sinergicd, aditiva sau antagonistd, prin urmare, sunt necesare calcule

suplimentare [154].

4.2.  Interactiuni antioxidante dintre compusii fenolici si acizii organici din struguri
Dintre cele trei tipuri de interactiuni antioxidante, interactiunile sinergice sunt cele mai
avantajoase, prin urmare mai intens investigate. Recent, autorii au demonstrat importanta
substantelor non-antioxidante precum acizii organici, glucoza etc. pentru imbunatatirea activitatii
antioxidante a compusilor bio-activi naturali [10, 13, 14, 69] si pentru mentinerea calitatii
produselor alimentare [160-162]. La fel de importante pentru efectele antioxidante s-au dovedit a
fi concentratiile compusilor utilizati, prin urmare, aceiasi compusi testati in diferite raporturi
molare pot manifesta efecte sinergice, aditive sau antagoniste [149]. Tn acest studiu, utilizarea a
trei concentratii de acizi organici — AT si AC, a fost necesara pentru evaluarea impactului acestora
asupra activitatii antioxidante a substantelor fenolice [154]. De asemenea, dependenta tipului de
interactiune antioxidantd de concentratia antioxidantilor a fost evaluata prin aplicarea mai multor

concentratii de compusi fenolici asa cum este ilustrat in Figura 4.1 [154].

Interactiunile antioxidante dintre catehina si acizi organici

Compusul fenolic Cat, in prezenta acizilor organici, demonstreaza o evolutie progresiva a
valorilor |A —de la puternice efecte antagoniste la efecte aditive (Figura 4.1, cazurile A si F, Anexa
2) [154]. Atat in combinatie cu AT, cat si cu AC, la concentratii mici de Cat au fost observate
efecte antagoniste (0.33 — 0.93); odata ce concentratia de Cat a fost marita, au fost depistate
interactiuni antioxidante aditive [154]. Modificarea continutului de AT sau AC nu a afectat in mod
considerabil activitatea antioxidanta a Cat. Rezultate antagoniste similare au fost raportate de
Zhang si col. [161] care au investigat influenta acizilor organici asupra activitatii antioxidante a
compusilor fenolici din otetul aromatic de Zhenjiang.

Interactiunea dintre catehind si DPPH" a fost studiata anterior in alcooli [163-166]. A fost
intre radicalul liber si forma oxidata a catehinei sau (2) declansarea reactiei de polimerizare a
polifenolului, care s-a dovedit a fi mai putin eficienta pentru anihilarea DPPH" [165]. Urmarea
uneia dintre cele doud cdi de reactie depinde de polaritatea solventului si de raportul
flavanol/DPPH". Adaugarea la amestecul de reactie a unui acid organic poate influenta
semnificativ reactivitatea catehinei si, in cele din urma, activitatea antioxidanta totald. Catehinele
sunt mai stabile la pH scazut [167, 168], activitatea lor antioxidanta fiind de 10 ori mai mare la un

pH neutru decét la unul acid [169].
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Figura 4.1. Interactiunile antioxidante dintre compusii fenolici (Cat, AG, Que, Rut, Res) in
combinatie cu diferite concentratii de AT (A, B, C, D, E) sau AC (F, G, H, I, J) [154]
(Anexa 2)
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In mediile acide precum cele create prin adiugarea de AT sau AC (Tabelul 4.2), cresc
constantele reactiilor de oxidare ale compusilor fenolici. In consecinta, capacitatea Cat de a dona
electroni si de a elimina DPPH" scade. In modul dat, poate fi justificati si inregistrarea
interactiunilor antioxidante aditive si antagoniste dintre Cat si AT sau AC. Dependenta de pH a
activitatii antioxidante a polifenolilor a fost raportata anterior [76, 170]; reactivitatea mai mare a
compusilor fenolici la valori mai mari ale pH-ului a fost atribuita transferului rapid de electroni de
la 1onul fenolat la specia reactiva.

Conform datelor din literatura de specialitate, solventii polari mentin mecanismul SPLET
de actiune antioxidantd a compusilor fenolici [165, 171], deoarece astfel de solventi accepta
protonii pe care ii cedeazd compusii fenolici formand anionul fenolat, urmat de transferul de
electroni la specia reactiva. Prezenta ionilor de acizi In amestecul de reactie inhiba deprotonarea
substantelor fenolice si, prin aceasta, mecanismul SPLET de actiune, deci donatorul de electroni
va fi molecula parinte [41]. Prin urmare, unele studii sugereaza faptul ca la pH scazut catehina este
oxidata prin mecanismul ET-PT, ceea ce implica sustragerea electronului de la molecula neutra,
urmata de eliberarea protonului [172].

In egala masuri, reducerea activitatii antioxidante a Cat in prezenta AT sau AC poate fi
justificata prin faptul ca conditiile de pH scazut ar putea cauza polimerizarea si/sau condensarea
Cat [168]. Studiul asupra taninurilor condensate a demonstrat ca in conditii acide au loc doua
reactii competitive: (1) lantul polimeric sau oligomeric poate degrada pana la unititile monomerice
corespunzatoare sau (2) unitatile flavonoide pot condensa [173]. Procesele de hidroliza,
condensare si deschidere a inelului heterociclic la pH scazut sunt descrise in literaturd ca reactii
caracteristice taninurilor [174]. Studiile au aratat ca formarea oligomerilor de catehina sau
quercetind se datoreaza ruperii legaturii interflavonoide, de asemenea, procesul dat poate fi
catalizat de prezenta acizilor [175, 176]. Astfel de reactii opuse si concurente sunt caracteristice
sistemelor din vinuri, in care prezenta acizilor organici favorizeazd atat polimerizarea, cat si

hidroliza compusilor fenolici [177].

Interactiunile antioxidante dintre acidul galic si acizi organici

Tn amestecurile de AG si AT sau AC (Figura 4.1, cazurile B si G, Anexa 2) au fost observate
majoritar efecte aditive (0.96 — 1.04) si efecte antagoniste (0.64 — 0.92) comparabile cu cele
caracteristice interactiunilor Cat cu aceiasi acizii organici [154]. In prezenta AT, valorile IA
(Figura 4.1, Anexa 2) sunt mai reduse la concentratii mici ale AG, dar cresc pana la interactiuni
aditive odata ce raporturile molare AG/DPPH" devin mai mari [154]. Singurul efect sinergic

moderat de 1.05 a fost inregistrat pentru interactiunea AG — AT la raportul molar AG/DPPH" de
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0.20 si concentratia AT de 16x10* N [154]. In combinatie cu AC, amestecul de compusi a
prezentat o tendintd ascendentd urmata de una descendenta in ceea ce priveste tipul de interactiune
antioxidanta. Amestecurile AG — AC nu au manifestat efecte sinergice, ci doar interactiuni aditive
si antagoniste [154]. Rezultatele obtinute sunt sustinute de datele raportate de Piang-Siong si col.
[14], care au descris interactiuni antioxidante similare intre AG si acizii organici. Judecand dupa
lipsa variatiilor semnificative ale valorilor IA (Figura 4.1, Anexa 2) in urma cresterii
concentratiilor de AT sau AC, se poate concluziona ca aciditatea, indiferent de amplitudinea ei,
are acelasi efect asupra activitatii antioxidante a AG [154]. Exceptie este amestecul cu cea mai
mica concentratie de AT, unde reactia pastreaza o tendintd pozitiva.

Conform valorilor CEso (Tabelul 4.1) si ale valorilor IA (Figura 4.1, Anexa 2) ale
amestecurilor AG — acizii organici, se poate deduce ca AT sau AC au o influenta usor negativa
sau nuld asupra activitatii antioxidante a AG [154]. Prin urmare, putem presupune ca AG
actioneaza eficient prin mecanismul HAT in solutii etanolice acidifiate. Gruparea carboxil a AG
impreund cu gruparea OH fenolica tinde sa se deprotoneze in etanol, dar prezenta ionilor de AT
sau AC inhiba acest proces, prin urmare, la fel ca exemplul Cat, mecanismul SPLET este inhibat.
Astfel, mecanismul HAT devine operativ pentru AG in mediu dat. Aceastd ipoteza este in
concordanta cu datele calculelor DFT [178-180] care demonstreaza ca AG este un excelent

captator de radicali liberi care actioneaza eficient prin cedarea atomului de hidrogen.

Interactiunile antioxidante dintre quercetina si acizi organici

Interactiunile antioxidante dintre diferite concentratii de Que si AT sau AC s-au dovedit a
fi doar antagoniste (in intervalul 0.50 — 0.94 si respectiv 0.39 — 0.94), cu exceptia unei interactiuni
aditive (0.97) observata in amestecul Que — AT (Figura 4.1, cazurile C si H, Anexa 2) [154]. Figura
4.1C, demonstreaza ca concentratiile mai mari de AT influenteaza negativ activitatea antioxidanta
a compusului fenolic [154]. Faptul dat si persistenta efectelor antagoniste independent de
concentratia AT sau AC subliniazd ideea ca in medii acide activitatea antiradicalica a polifenolilor
se diminueaza [76, 165, 170]. Asemanator catechinelor [167, 168], molecula de Que este mai

stabila la pH scazut si, prin urmare, mai putin susceptibild la oxidare.

Interactiunile antioxidante dintre rutina si acizi organici

Desi, din punct de vedere structural, Que si Rut au partea flavonoida similara, Rut
manifestd un comportament diferit in prezenta acizilor organici. La cele mai scazute concentratii
de polifenol s-au observat efecte antagoniste puternice, in intervalul 0.29 — 0.92 (Figura 4.1,
cazurile D si I, Anexa 2) [154]. Totusi, la raporturile Rut/DPPH" de 0.09 si 0.12 au fost inregistrate

interactiuni sinergice semnificative de 1.19 si 1.27 (pentru amestecul Rut — AT) si de 1.10 si 1.29
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(pentru amestecul Rut — AC) [154]. Efectul sinergic al acestor doua raporturi molare scade odata
cu cresterea continutului de Rut. In acelasi timp, rezultale obtinute indici ca interactiunile
antioxidante dintre Rut si AT sau AC sunt putin dependente de concentratia de acizi organici [154].
Aceste rezultate indica faptul ca, in cazul combinatiilor Rut — AT sau Rut — AC, efectul sinergic
se bazeaza in principal pe concentratia polifenolului si pe prezenta acizilor organici in amestecul
de reactie (dar nu si pe concentratia de AT sau AC), intrucat activitatea antioxidanta a Rut Tn lipsa
AT sau AC este mai mica pentru raporturile molare Rut/DPPH" de 0.09 si 0.12 [154].

Trecerea de la interactiuni antioxidante antagoniste la cele sinergice, precum si dependenta
acestei treceri de concentratia compusului fenolic, a fost observata si in amestecurile catehina —
acid ascorbic testate in diferite raporturi molare [151]. Studiul a demonstrat ca diferite concentratii
de acid ascorbic influenteazd comportamentul catehinei, sustindnd formarea diferitelor structuri,
inclusiv dimerizarea polifenolului cu formarea proantocianidinelor [151]. Acest scenariu poate fi
reprezentativ si pentru efectul sinergic dintre Rut si AT sau CA, totusi, in cazul dat concentratia

acizilor organici nu este importanta, conteaza doar prezenta acestora (Figura 4.2).

@ o O®
® Rut + DPPH

a2® @

e oligomerizare

» oligomeri-Rut + DPPH-H

Figura 4.2. Schema generali a mecanismului reactiei de anihilare a DPPH" de céiitre Rut in
prezenta acizilor organici si oligomerizarea compusului fenolic

Aceasta presupunere este argumentata de datele raportate in literatura de specialitate care
descriu formarea dimerilor si polimerilor de catehina, quercetind si rutind in conditii acide [175,
176]. Pe de alta parte, este important de mentionat ca unele procese de polimerizare si de formare
a aductilor pot fi determinate de insusi raportul molar dintre flavanol si DPPH’, asa cum a fost
demonstrat anterior [163-165] — procese care genereaza structuri complexe cu proprietati

antioxidante.

Interactiunile antioxidante dintre resveratrol si acizi organici

Stilbenul Res a demonstrat in mare parte efecte antagoniste in prezenta acizilor organici
(Figura 4.1, cazurile E si J, Anexa 2) [154]. Tendintele efectelor antioxidante sunt diferite pentru
fiecare concentratie de acizi organici testatd. Cele mai puternice interactiuni antagoniste au fost
stabilite pentru concentratia de AT sau AC de 16x10™ N, iar pentru concentratia de 160x10* N a
fost inregistrata cel mai slab efect antagonist [154]. Influenta negativa a acizilor organici asupra

activitatii antioxidante a Res este in concordanta cu datele raportate de Shang si col. [41]. Autorii
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au aratat ca in mediile acide ionizarea Res este suprimata, impreund cu mecanismul de actiune
SPLET, prin urmare, activitatea antioxidanta a compusului este redusa [41].

Figura 4.3 este 0 reprezentare generalizata a efectului pe care il au acizii organici asupra
activitatii antioxidante a compusilor fenolici [154]. Compusii fenolici sunt antioxidanti eficienti
prin mecanismul SPLET, care are loc odatd ce molecula initiald ionizeaza. In prezenta acizilor
organici, ionizarea este impiedicata, iar mecanismul HAT devine operativ, prin urmare activitatea
antioxidanta scade, intrucat compusii fenolici nu sunt atat de eficienti in anihilarea speciilor
radicalice prin mecanismul HAT. Exceptie de la aceastd schema face compusul Rut, care la

anumite concentratii manifestd efect sinergic puternic datoritd proceselor de polimerizare.

AH ionizare - A°
E 2R
5 §=
& g
Y Y
R-H+ A R+ A

Figura 4.3. Ilustrarea dependentei mecanismului de actiune a antioxidantului de
prezenta acizilor organici AT sau AC si ionizarea moleculei [149]

Tn baza Figurii 4.1 si a rezultatelor descrise in literatura de specialitate, putem deduce faptul
ca acizii organici pot influenta activitatea antioxidantd a compusilor fenolici fie prin afectarea
mecanismului lor de actiune, fie prin inducerea polimerizarii sau ruperii legaturilor
intermoleculare ale oligomerului format [154]. Mai multe cercetari au demonstrat ca combinatia
dintre polifenolii naturali ofera, Tn majoritatea cazurilor, efecte antagoniste datorita tendintei lor
de a se combina prin reactii de polimerizare, reducand, astfel, numarul gruparilor hidroxil [13, 14,
150, 178]. Reiesind din contextul studiilor efectuate, presupunem ca adaugarea acizilor organici
la amestecurile de reactie, urmata de cresterea aciditatii solutiei, ar putea mentine o balantd optima
dintre reactiile de polimerizare si depolimerizare prin formarea sau ruperea legaturilor
intermoleculare dintre compusilor antioxidanti, de asemenea, ar putea mentine o concentratie
ridicatd a structurilor de complexitate scdzuta si un numar constant de grupari donatoare de
electroni. Aceasta ipoteza este sustinutd de faptul ca mediul in care antioxidantii se gasesc in mod
natural, spre exemplu in fructe si legume, se caracterizeazd printr-un continut ridicat de acizi
organici $i o aciditate relativ mare, comparabild cu cea creatd prin adaugarea AT, AC sau DHF

(Tabelul 4.2) [154]. De asemenea, activitatea antioxidanta a extractelor din fructe si legume
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comparativ mai mare decdt suma activitatilor antioxidante ale compusilor naturali testati
individual [13, 150] poate fi argumentata tinand cont de prezenta compusilor mai putin activi din

surse naturale — cum ar fi acizii organici.

4.3. Interactiuni antioxidante dintre compusii fenolici din struguri si acidul
dihidroxifumaric

Acidul dihidroxifumaric a fost pentru prima data descoperit in 1994 de catre Fenton H. J.
[181] in incercarea sa de a oxida acidul tartric in prezenta peroxidului de hidrogen si a fierului. in
ultimii ani, acidul dihidroxifumaric a fost intens studiat din perspectiva ,,scenariului glioxilatului”
[182—184]. Aceste investigatii s-au concentrat asupra ipotezei ca moleculele acidului dat constituie
materia prima necesara pentru formarea moleculelor biogene [182-185].

In natura, acidul dihidroxifumaric este raspandit in fructe, legume, plante etc, fiind un
constituent al ciclului acidului citric si un precursor direct al aminoacizilor [184]; de asemenea,
DHF este un constituent al ciclului acizilor dicarbonici — ciclul Baround al transformarii acidului
tartric si a produselor intermediare in acidul oxalic [146, 186]. Acidul dihidroxifumaric se gaseste
in vinuri ca produs de reactie al oxidarii acidului tartric de catre radicalii hidroxil [187], totodata,
acidul dihidroxifumaric se adauga in vinuri pentru imbunatatirea calitatii [188, 189].

In reactia cu DPPH’, acidul dihidroxifumaric actioneazi ca un antioxidant puternic,
activitatea sa antiradicalica fiind comparabila si chiar mai puternica decat cea a acidului ascorbic
[118, 190]. Contextul dat a permis inaintarea ipotezei conform careia acidul dihidroxifumaric, in
combinatie cu compusii fenolici, s-ar comporta similar acidului ascorbic. Datele citate de literatura
de specialitate din ultimii ani asupra interactiunilor sinergice dintre compusii fenolici si acidul
ascorbic [45, 119, 151, 152] sugereaza ca efectul sinergic se datoreaza capacitatii acidului ascorbic
de a regenera polifenolii din forma lor oxidata. Astfel ca un rezultat similar a fost ipotezat si pentru
interactiunile dintre DHF si compusii fenolici cercetati in acest studiu. Pe de altd parte, DHF
decarboxileaza usor in mediul acid [185, 191], fapt care ar putea afecta mecanismul reactiei si
activitatea antioxidanta totala.

Pentru a efectua o investigatie ampla a interactiunilor antioxidante dintre compusii fenolici
si DHF au fost aplicate trei concentratii de DHF (2x10* N, 4x10* N si 8x10™* N) si multiple

concentratii de compusi fenolici dupad cum este reprezentat in Figura 4.4 [154].

Interactiunile antioxidante dintre catechind si acidul dihidroxifumaric
Conform Figurii 4.4A, interactiunile antioxidante dintre Cat si DHF se dovedesc a fi
dependente de concentratia acidului organic [154]. Valorile maxime ale interactiunilor sinergice,

de aproximativ 1.08 (Anexa 2), au fost observate in toate probele cu cea mai mica concentratie de
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DHF (2x10* N) [154]. Cresterea continutului de DHF determind modificiri semnificative ale
activitatii antioxidante totale si, respectiv, a valorilor [A; astfel, activitatea antioxidanta scade in

probele cu 4x10* N si 8x10* N de DHF, observandu-se, in mare parte, interactiuni aditive [154].
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Figura 4.4. Interactiunile antioxidante (IA) dintre compusii fenolici si diferite concentratii
de DHF [154] (Anexa 2)

Mai multi autori au raportat date care atesta prezenta interactiunilor sinergice dintre un
antioxidant puternic si compusi fenolici [45, 119, 151, 152] si au argumentat fenomenul dat prin
regenerarea reciproca a antioxidantilor. DHF este un antioxidant puternic care actioneaza rapid
[118, 190], astfel ca este primul care interactioneaza cu DPPH’, nainte de Cat, prin urmare,

regenerarea Cat de catre DHF poate fi exclusd. De asemenea, posibilitatea decarboxilarii formei
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oxidate a DHF face discutabila ideea reducerii de catre Cat a acidului pana la forma initiald a
acestuia.

Tn acest caz, mecanismul de actiune plauzibil este formarea aductilor si a compusilor
oligomerici. Un exemplu elocvent descris in literaturd este amestecul dintre catehina si acidul
ascorbic, unde efectul sinergic este determinat de oligomerizarea polifenolului si formarea
procianidinelor [151]. Similar cazului Cat — DHF, datele au aratat ca prezenta acidului ascorbic in
reactiec modifica capacitatea catehinei de captare a radicalilor liberi [151]. Amestecati in diferite
raporturi molare de Cat/A A, interactiunile antioxidante variaza de la efecte sinergice pana la efecte
prooxidante [151]. Mai multe date experimentale [151, 163, 165] demonstreaza ca oligomerizarea
catehinei cu formarea ulterioard a structurilor procianidine este un factor decisiv care afecteaza

activitatea antioxidanta totala.

Interactiunile antioxidante dintre acidul galic si acidul dihidroxifumaric

Amestecurile AG — DHF poseda, in principal, efecte antagoniste Tn intervalul 0.43 - 0.82.
Din Figura 4.4B (Anexa 2) se observa ca sporirea concentratiilor ambilor compusi amelioreaza
activitatea antioxidanta totala a amestecurilor, cu toate acestea, majoritatea interactiunilor riméan
in intervalul valorilor 1A antagoniste [154]. Probele formate din AG/DPPH" in raport molar de
0.12 in combinatie cu DHF au inregistrat cea mai mare valoare a IA (maximum de 0.90), urmate
de o scadere moderata a valorilor 1A [154].

Piang - Siong si col. [14] au publicat date ce atesta prezenta sinergismului dintre acidul
galic si acidul trans-aconitic, ultimul avand fragmente structurale similare cu acidul
dihidroxifumaric. Astfel, pentru amestecul AG — DHF de asemenea au fost anticipate rezultate
experimentale similare, care, totusi, nu au corespuns realititii. Pe de altd parte, acidul galic in
combinatie cu diferite concentratii de acid ascorbic a prezentat efecte antagoniste puternice [192].
Recent au fost descrise efecte antagoniste ale amestecurilor de compusi fenolici si acid galic [147,
193]. Autorii au sugerat ca antagonismul este o consecintd a regenerarii antioxidantului mai slab
de catre cel mai puternic, ipoteza care a fost sustinuta de analiza potentialelor de reducere [147].
Deopotriva, efectul dat a fost argumentat prin diferenta cineticilor de reactie a antioxidantului si
radicalului liber [193].

De asemenea, a fost admisa oligomerizarea AG, cu toate acestea, conform datelor existente
in literatura de specialitate, polimerizarea acidului dat ar spori activitatea antioxidanta a produselor
de reactie [194, 195], ceea ce este in discrepanta cu rezultatele experimentale obtinute in studiul

dat.

91



Interactiunile antioxidante dintre quercetina si acidul dihidroxifumaric

Amestecurile dintre Que si DHF au inregistrat, in principal, efecte aditive care nu au depasit
valoarea de 0.99 (Anexa 2) [154]. Conform Figurii 4.4C, o concentratic mai mare de DHF
influenteaza negativ activitatea antioxidanta totala a solutiilor si intensificd efectele antagoniste,
in special in amestecurile cu concentratii mai mici de Que [154]. Astfel de rezultate au fost
neprevazute deoarece in literatura de specialitate existd date care demonstreazd prezenta
interactiunilor sinergice dintre Que si AA, AA fiind un antioxidant puternic asemeni acidului
dihidroxifumaric; efectul sinergic datorandu-se regenerarii Que din o-chinona [45, 152]. Alti
autori [148, 196] de asemenea au confirmat prezenta interactiunilor sinergice in amestecul
quercetina — acid ascorbic, precum si in combinatiile dintre quercetina si diversi compusi bio-activi
[197, 198]. Tn cazul amestecului Que — DHF, efectele aditive si antagoniste s-ar putea datora
decarboxilarii DHF sau a produselor de oxidare a DHF, fapt care ar impiedica ulterioarele procese

de regenerare dintre compusii dati.

Interactiunile antioxidante dintre rutina si acidul dihidroxifumaric

Multiple interactiuni sinergice moderate, in intervalul 1.05 — 1.08, au fost observate in
amestecurile de Rut — DHF (Figura 4.4D, Anexa 2) [154]. Diferite concentratii de DHF produc
efecte si tendinte diferite, in ceea ce priveste valorile IA [154]. De exemplu, Rut in combinatie cu
2x10* N DHF manifesti efecte sinergice de 1.05 indiferent de modificarea continutului de Rut
[154]. Pentru a doua concentratie de DHF de 4x10* N, valorile IA incep cu 0.96 si cresc pani la
1.07 odati ce creste raportul molar Rut/DPPH’ [154]. La concentratia de 8x10* N DHF, cel mai
mare efect sinergic de 1.07 a fost observat pentru raportul moral Rut/DPPH" de 0.11, urmat de o
scadere semnificativa a valorilor IA [154].

Efecte sinergice similare au fost obtinute de Tavadyan si col. [65] Tn amestecuri binare de
bioflavonoide si acid ascorbic sau Trolox, folosind metoda ORAC. Ei au observat interactiuni
sinergice ale acidului ascorbic cu flavonoidele rutina si naringina care au grupa O-glucosyl in
structura moleculard; in acelasi timp, amestecurile de acid ascorbic In combinatie cu compusii
quercetina si morina au demonstrat efecte antagoniste. Aceste constatdri sunt in conformitate cu
datele privind interactiunea antioxidanta a polifenolilor Que si Rut cu DHF (Figura 4.4, cazurile
C si D). Tavadyan si col. [65] au sugerat ca activitatea antioxidanta imbunatatita a amestecului
Rut — AA se datoreaza prezentei glicozidei in structura sa care conditioneaza formarea legaturilor
de hidrogen intramoleculare intre atomii de hidrogen si gruparile OH fenolice responsabile de
interactiunea cu radicalii si atomii de oxigen donatori de electroni ai substituentului glucozil. Tn

cazul interactiunilor Rut — DHF, gruparea O-glucozil ar putea influenta pozitiv stabilitatea DHF si
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ar putea preveni procesul de decarboxilare. Aceasta idee este sustinutd de studiile recente privind
polimerizarea moleculelor de DHF, acetona si metanol [199]. Prin urmare, o astfel de situatie ar

favoriza unele procese de regenerare intre Rut si DHF.

Interactiunile antioxidante dintre resveratrol si acidul dihidroxifumaric

Amestecurile de Res si DHF au demonstrat, Tn mare parte, efecte antagoniste (0.75 — 0.83)
si doar unele interactiuni aditive (0.85 — 0.90) (Figura 4.4E, Anexa 2) [154]. Datele privind
amestecurile formate din Res si primele doud concentratii de DHF — 2x10* N si 4x10™ N,
demonstreazi ci valorile IA scad semnificativ odati cu cresterea concentratiei de DHF [154]. Tn
amestecurile cu 8x10“ N DHF, IA evolueazi negativ — de la efecte aditive la cele antagoniste,
odatd cu marirea continutului de Res [154].

Alte investigatii au dovedit prezenta interactiunilor atat sinergice, cat si antagoniste intre
resveratrol si diversi compusi naturali [9, 63, 147]. In reactia cu radicalii liberi, Res se oxideaza
producand diversi oligomeri [41, 200, 201]. Investigatiile RMN au aratat ca, in combinatie cu
acidul ascorbic, produsii de oxidarea ai resveratrolului se polimerizeza formand viniferine [202];
in acest caz, regenerarea stilbenului de catre acidul ascorbic este imposibila. in prezenta DHF,
polimerizarea Res poate fi accelerata, proces care reduce numarul gruparilor OH disponibile

pentru captarea radicalilor liberi, asa cum a fost raportat in cazul altor compusi fenolici [151, 203].

4.4.  Interactiuni antioxidante dintre acidul ascorbic si alti compusi din struguri

Studiile recente demonstreazd prezenta interactiunilor sinergice intre acidul ascobic si
diversi compusii naturali — acizi organii, compusi fenolici. Efectul dat se datoreaza atat unor
procese de regenerare, unde acidul ascorbic se oxideaza odatd ce reduce compusii fenolici, cat si

unor efecte ale solventului si pH-ului care amelioreaza activitatea antioxidantd a acidului ascorbic.

4.4.1. Interactiuni antioxidante dintre acidul ascorbic si acizii tartric si citric

Interactiunile dintre acidul ascorbic si acizii organici au fost investigate in solutii alcoolice
de R. LoScalzo [10] si Piang-Siong si col. [14], care au constatat multiple efecte sinergice. Tn mod
similar, rezultatele cercetarii date ardtatd ca la anumite concentratii, acizii organici AT si AC
amelioreaza activitatea antioxidantd a AA [204—206]. Datele raportate in Figura 4.5 (Anexa 2)
demonstreaza ca AT are o influentd mai buna decat AC, remarcandu-se sase combinatii de AA —
AT cu efect sinergic, si o singura combinatie de AA — AC cu acelasi efect [154]. Tn ambele cazuri,
probele cu concentratii mai mici de AT sau AC — 16x10™ N si 160x10* N, au demonstrat activitate
antioxidanta mai buna, inregistrandu-se efecte sinergice de maximum 1.08 pentru amestecul AA
— AT si de maximum 1.06 pentru AA — AC [154].
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Figura 4.5. Interactiunile antioxidante dintre acidul ascorbic (AA) si acizii A) tartric
(AT) si B) citric (AC) [154] (Anexa 2)

La fel de importanta s-a dovedit a fi concentratia de AA [206]. Se poate observa ca la
concentratii mai mici de AA se observa un efect antagonist puternic, iar marind continutului de
AA, valorile IA cresc pana la efecte aditive sau sinergice [154]. Antagonismul puternic de 0.46 —
0.79 caracteristic pentru concentratiile mai mici de AA, precum si efectele sinergice constatate la
concentratii mai mari de AA, subliniazd importanta raporturilor molare in care ambii compusi
naturali sunt amestecati [154].

Imbunititirea activititii 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 concentratiei mari de ioni de AT sau AC prezenti in solutie (Figura 4.6)

[154].

o ® . @ ionizarea
e  AAmhibata .
@ AA + DPPH » AA + DPPH-H
® ® o transfer H
© e o °© mecanism HAT

Figura 4.6. Mecanismul HAT de anihilare a DPPH" de citre AA in prezenta acizilor
organici AT sau AC
in consecintd, mecanismul SPLET este inhibat, iar mecanismul HAT devine operativ
pentru anihilarea DPPH'. Se stic ca AA actioneaza eficient prin mecanismul HAT donand doi
atomi de H speciilor radicalice [207]. Alti autori sugereaza ca un pH scazut poate contribui la

regenerarea lenta a AA, justificand astfel cresterea activitatii antioxidante [10].

4.4.2. Interactiuni antioxidante dintre acidul ascorbic si acidul dihidroxifumaric
Fiind unul dintre cei mai studiati antioxidanti, activitatea antiradicalicd a AA precum si
interactiunile antioxidante dintre AA si alti compusi naturali au fost investigate [208]. Pe de alta

parte, DHF este un acid organic natural care poseda activitate antioxidanta asemanatoare cu cea a
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AA [209], totusi, in ceea ce priveste interactiunile antioxidante cu alti compusi, DHF nu a fost
studiat. In naturd, interactiunea compusilor dati este posibild in fructe, ex. in struguri, unde a fost
remarcatd prezenta, in concentratii mici, a AA si DHF [146]. De asemenea, ambii acizi organici
se gasesc in vinuri, AA fiind adaugat pentru mentinerea calitdtii si pentru impiedicarea oxidarii
compusilor fenolici [210], iar DHF este obtinut prin oxidarea lentd a AT in prezenta radicalilor
liberi [187].

Pentru investigarea interactiunilor antioxidante dintre acesti doi compusi naturali cu
actiune antioxidanta puternica au fost utilizate mai multe metode spectrale, precum spectroscopia
Stopped-Flow, UV-Viz, RES si RMN. Fiecare dintre aceste metode ofera date distincte, care,
interpretate Tn ansamblu, pot oferi o imagine mai clard asupra mecanismului de actiune si

interactiune antioxidanta dintre compusi.

Investigatii la spectroscopia Stopped-Flow

Activitatea antioxidantd a AA si DHF, precum si a diferitor combinatii de AA — DHF, a
fost studiatda prin metoda DPPH® [209]. Spectroscopia Stopped-Flow, fiind o metoda de
determinare a vitezei si a constantelor de reactie, a permis investigarea primelor 2 secunde de
interactiune dintre antioxidanti AA si DHF cu radicalul liber DPPH. Influenta mediului de reactie
asupra activitatii antioxidante a DHF si AA si a combinatiilor AA — DHF a fost investigata in 98%
etanol si in matricea de vin (5 g/L acid tartric intr-un amestec apa — etanol (12% v/v); pH-ul stabilit
la 3.2 prin adaugarea de hidroxid de sodiu) [209].

Matricea de vin, continand 5 g/LL AT, a demonstrat o activitate antioxidanta mica impotriva
DPPH’, asemandtoare cu cea a acidului tartric in reactie cu acelasi radical liber. Cu toate acestea,
matricea de vin are o influentd semnificativa asupra activitatii antioxidante si vitezei de reactie a
compusilor testati [209]. Un set de spectre a fost inregistrat dupa amestecarea solutiilor de DPPH’
(0.25 mM) cu diferite concentratii de DHF sau AA, in 98% etanol si In matricea de vin, asa cum
este ilustrat in Figura 4.7 [209].

Se observa cd, in etanol, DHF are o activitate antioxidantd mult mai scazuta (Figura 4.7A),
eficienta maxima fiind de 16% pentru 0.8 mM de DHF [209]. Dimpotriva, in matricea de vin
activitatea antioxidantda a DHF este mult mai mare, aceeasi concentratie de DHF anihiland
aproximativ 80% de DPPH". Figura 4.7 arata ca mediul de reactie influenteaza puternic activitatea
antioxidantd a DHF, provocand o crestere majord a capacitdtii de anihilare a DPPH" [209].
Activitatea antioxidanta a AA de asemenea creste Tn matricea de vin, dar nu atit de drastic ca in
cazul DHF. Conform Figurii 4.7, AA are o activitate antioxidanta mai mare n etanol in comparatie
cu cea a DHF 1in acelasi solvent, la concentratia de 0.18 mM AA eliminand 40% din DPPH" [209].
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Aceeasi concentratie de AA in matricea de vin reduce peste 50% din concentratia radicalului liber.

O modificare considerabila a activitdtii antioxidante este inregistratd pentru cea mai mica

concentratie de AA (0.06 mM), a cdrei eficientd creste de la 10% in etanol la 30% In matricea de

vin (Figura 4.7D) [209].
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Figura 4.7. Ilustrarea interactiunii DPPH" cu diferite concentratii de DHF si AA in
(A, B) 98% EtOH si in (C, D) matricea de vin [209]

Rezultatele din Figura 4.7 sunt confirmate de datele din Tabelul 4.3, unde sunt reprezentate

constantele de viteza observate pentru ambii antioxidanti, utilizati in diferite concentratii, in 98%

etanol si in matricea de vin. Valorile kons pentru DHF sunt de 10 ori mai mari in matricea de vin,

comparativ cu cele Tn 98% etanol, iar Kops pentru AA sunt de doua ori mai mari in matricea de vin

[209].

Sporirea activitatii antioxidante si a vitezei de reactie in matricea de vin poate fi favorizata

de prezenta unei concentratii mari de acid tartric prezent in solutia model de vin, Intrucat influenta

acizilor organici asupra activitatii antioxidante totale a amestecului a fost raportata in anterior



[208]. Datele din Tabelul 4.3 sunt in concordanta cu rezultatele obtinute la interactiunea AA — AT
(Figura 4.7), astfel, si in cazul dat, concentratia mare de ioni de acid tartric din matricea de vin
suprima ionizarea AA sau a DHF si, prin urmare, inhiba mecanismul SPLET care, dimpotriva, este
operativ in mediul de 98% etanol [209]. Prin urmare, in matricea de vin, antioxidantii anihileaza
DPPH" prin mecanismul HAT. Pe de altd parte, reactia poate fi afectatd considerabil si de

continutul mare de apa din matricea de vin.

Tabelul 4.3. Constantele de viteza observate pentru DHF si AA in reactie cu DPPH"
determinate in 98% etanol si matricea de vin [209]

Proba Concentratia, Kobs, St

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
efectuata o serie de experimente folosind sase concentratii de DHF (de la 0.06 mM péana la 0.80
mM) amestecate cu fiecare dintre cele trei concentratii de AA — 0.06, 0.12 si 0.18 (mM) (Tabelul
4.4) [209].

Rezultatele referitoare la capacitatea antioxidanta a combinatiilor de AA — DHF releva
aceeasi tendinti ca in cazul utilizarii unui singur antioxidant in reactie cu DPPH". In etanol 98%
toate amestecurile prezintd activitate antioxidantd scdzuta comparativ cu valorile obtinute in
matricea de vin (Figura 4.8) [209]. Figura 4.8 demonstreaza efectul solventului asupra cineticii
reactiei si capacitatii de reducere a radicalului liber de acizii studiati [209]. Tn ambele exemple
prezentate Tn Figura 4.8 a fost folosita aceeasi concentratie pentru ambii antioxidanti — 0.18 mM,
totusi in matricea de vin DPPH" este anihilat aproape in intregime dupa 2 secunde [209]. Pentru
amestecurile cu cele mai mari concentratii de antioxidanti, cea mai mare eficienta in etanol este de
20%, in timp ce In matricea de vin aceeasi combinatie de antioxidanti capteaza 85% din DPPH"
[209].

Tn matricea de vin, valorile Kobs SUnt mai mari si variaza in diapazonul 0.9 s - 1.1 s, aceste
valori fiind de trei ori mai mari decét kobs determinate in 98% EtOH (Tabelul 4.4). 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 4.3) [209].
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Figura 4.8. Scaderea absorbantei dupi interactiunea DPPH" cu amestecul de DHF (0.18
mM) — AA (0.18 mM) in (A) 98% EtOH si (D) matricea de vin. Spectrele de absorbtie
pentru reactia dintre DPPH" si amestecul DHF — AA la 0.001s si 2s in (B) 98% EtOH si (E)
matricea de vin. Fitarea modelul cinetic A—B la 529 nm modelul (C) si (F) [209]

Astfel, comparand rezultatele prezentate in Tabelele 4.3 si 4.4, se observa ca Kops pentru
reactiile de anihilare a DPPH" in matricea de vin scad de la aproximativ 3 s, in cazul utilizarii
unui singur antioxidant, la 1 s atunci cand in reactie sunt ambii antioxidanti [209]. Faptul dat
demonstreaza cd, odata amestecati, DHF si AA capteaza mai lent speciile radicalice, ceea ce ar
putea semnaliza asupra unor procese secundare, precum este decarboxilarea DHF Th medii mai

98



acide. Totusi, dupa 2 s de interactiune, reactia nu este completa, respectiv concluzii clare asupra

tipului de interactiune antioxidanta dintre AA si DHF nu poate fi formulata la aceasta etapa [209].

Tabelul 4.4. Constantele de viteza observate determinate in 98% etanol si matricea de vin
pentru reactia dintre DPPH" si amestecurile DHF — AA utilizate in diferite concentratii

[209]
Concentratia  Concentratia Kobs,
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

Investigatii la spectroscopia UV-Viz

Datele cunoscute in literatura de specialitate precizeaza ca AA anihileaza DPPH" in 1 — 3
min [86], iar DHF cedeaza electroni speciilor de DPPH" in aproximativ 1 min, partea cinetica fiind
caracterizatd de o etapa rapida si una lenta de interactiune cu radicalul liber [118]. Conform
literaturii [20, 118], valoarea CEso pentru AA corespunde cu cea pentru DHF si este de 0.24 mol
AH/mol DPPH. Repetarea acestor experimente a confirmat valoarea CEso pentru AA de 0.24 [206,
208], iar in cazul DHF a fost obtinuta CEsp = 0.18 (Figura 4.9) [154]. Aceasta diferenta se poate
datora mediului de reactie diferit (70% metanol [118] si 96% EtOH).

Pentru determinarea tipului de interactiune antioxidantd dintre compusii dati, mai multe
concentratii de AA au fost combinate cu trei concentratii de DHF (2><10'4 N, 4x10*N, 8x10™* N),
si la amestecul dat a fost adaugat DPPH" (Figura 4.10, Anexa 2) [154]. Reactia a decurs timp de
30 min pentru a fi asigurata stabilirea starii de echilibru. Valorile IA dintre AA — DHF determinate
prin metoda UV-Viz evolueaza de la efecte antagoniste la cele sinergice ca consecinta a cresterii

concentratiilor ambilor antioxidanti.
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Figura 4.9. Reprezentarea grafici a dependentei % DPPH" remanent de raportul molar
AH/DPPH’ pentru reactia AA - DPPH" (A) si DHF - DPPH* (B). Date obtinute la
spectroscopia UV-Viz

Prin urmare, cea mai mare valoare ce caracterizeaza o interactiune sinergica — 1.17, a fost
obtinuti pentru raportul molar AA/DPPH’ de 0.30 in combinatie cu 8x10* N de DHF (Figura 4.10,
Anexa 2), care reprezinta cele mai mari concentratii de AA si DHF utilizate in acest experiment
[154]. Diapazonul larg de concentratii utilizate au permis studierea influentei raportului DHF/AA

asupra efectului sinergic, astfel ca, raporturile DHF/AA stabilite pentru experiment s-au incadrat

in valorile 0.1 — 7.5 [154].

1.20
1.05
< 090
< —e—AA-DHF 2x10-4 N
0.75 AA-DHF 4x10-4 N
AA-DHF 8x10-4 N
0.60

0 0.07 0.14 0.21 0.28
mol AA/mol DPPH®

Figura 4.10. Interactiunile antioxidante dintre acidul ascorbic si acidul
dihidroxifumaric [154]

Investigatii la spectroscopia RES

Spectroscopia RES este o tehnica de laborator intrebuintatd pentru studierea substantelor
care au unul sau mai multi electroni neimperecheati. Conceptul de baza al RES este analog cu cel
al RMN, cu exceptia faptului ca spinurile excitate sunt cele ale electronilor in locul nucleelor

atomice. Spectroscopia RES este utild pentru studierea complexelor metalice si a radicalilor liberi
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organici si anorganici. Fiind o metoda sensibila si specifica pentru investigarea atat a radicalilor
formati in reactii chimice, cat si a reactiilor in sine, utilizarea spectroscopiei RES este oportuna
pentru investigarea activitdtii antioxidante si a interactiunilor dintre AA, DHF si DPPH".

In literatura sunt raportate rezultate care demonstreazi intrebuintarea cu succes a metodei
RES pentru studierea interactiunilor antioxidante dintre unii compusi naturali [8, 13]. Datorita
detectarii speciilor radicalice si a cuanificarii acestora prin metoda RES, a fost clar demonstrat
efectul prooxidant al AA in sistemul Fenton [8]. Rezultate similare au fost obtinute si in cadrul
studiului de fatd. Conform Figurii 4.11, la concentratii mici de 10 — 25 (ug/ml), AA diminueaza
semnalul produs de radicalii "OH; odatd cu marirea continutul de antioxidant pana la 50 — 100
(ug/ml) AA manifesta un caracter prooxidant si intensifica semnalul RES, acesta depasind insusi

semnalul sistemului Fenton [211].

3450 ' 3¢ |50 0 3530

-2

FENTON ——AA 100 ug/ml —— AA 50 ug/ml AA 25 ug/ml =——AA 10 ug/ml

Figura 4.11. Spectrul RES pentru interactiunea dintre AA si sistemul Fenton

Spectru RES pentru DPPH" este diferit de cel al sistemului Fenton si corespunde cu
descrierea oferitd de alti autori [212, 213]. Figura 4.12 ilustreaza spectru pentru 127 uM DPPH’;
din aceeasi figura se observa ca acizii organici AA si DHF, in concentratie de 65uM, nu se afla

sub forma de radicali liberi si nu ofera semnale detectabile prin spectroscopia RES [211, 214].
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Figura 4.12. Spectrul RES pentru 127 pM DPPH", 65 pM AA si 65 pM DHF [211, 214]

Interactionand cu diferite concentratii de AA sau DHF, concentratia de DPPH" scade linear
sau exponential, dupa cum demonstreaza Figura 4.13 [211, 214]. Continutul de specii radicalice
remanente a fost stabilit prin spectroscopia RES dupa 30 min de reactie. Valorile CEsp pentru
ambii antioxidanti corespund cu rezultatele obtinute la spectroscopia UV-Viz — 0.24 pentru AA si
0.18 in cazul DHF (Figurile 4.9 si 4.13). Datele RES reflecta o relatie directa dintre intensitatea
semnalului si continutul de specii radicalice din sistem, astfel, datele din Figura 4.13 demonstreaza
anihilarea totala a DPPH", fapt care nu este caracteristic si pentru datele obtinute prin metoda UV-

Viz.

A 120 120
5 . R = 0.9939 5 R? = 0.9979
g 100 “u., EC,,= 0.24 S} . EC.,= 0.18
S 80 .., S 80
L L L
= 60 ., = 60
E E L2
& 40 .. & 40 )
(| '._. a ".,._.
L 20 . S 20 .,
S o..
0 . 0 S
0O 01 02 03 04 05 0 01 02 03 04 05 06
mol AA/mol DPPH" mol DHF/mol DPPH*

Figura 4.13. Reprezentarea grafici a dependentei % DPPH" remanent de raportul molar
AH/DPPH’ pentru reactia AA - DPPH"* (A) si DHF - DPPH* (B). Date obtinute la
spectroscopia RES [211, 214]
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Figura 4.14. Reprezentarea %]Inhibitiei DPPH" determinata experimental si calculata
teoretic (axa stingd); reprezentarea tipului de interactiune antioxidanta pentru fiecare
raport mM DHF/mM AA (axa dreapta) [211, 214]

Pentru determinarea tipului de interactiune antioxidantd dintre AA si DHF prin
spectroscopia RES, mai multe raporturi de concentratii mM DHF/mM AA: 0.5, 0.6, 0.7, 1, 1.4,
1.7 si 2, au fost utilizate in reactia cu DPPH’, dupa cum este ilustrat in Figura 4.14 [211, 214].
Dintre cele 7 raporturi investigate, raportul mM DHF/mM AA = 1 a oferit cel mai slab rezultat de
0.93, fiind caracteristic interactiunilor aditive [211]. Raporturile mM DHF/mM AA de 1.4 si 1.7
au demonstrat cel mai puternic efect sinergic de 1.24 si, respectiv, cea mai mare activitate
antioxidanta [211]. Faptul dat este observat si prin analiza procentelor de inhibitie a DPPH’
teoreticd si in amestec (Figura 4.14) [211, 214]. Astfel, pentru raporturile DHF/AA de 0.7 si 1,
inhibitia radicalului calculata teoretic este mai mare decit cea determinata in amestec [211].
Totodatd, in probele cu cel mai mare sinergism inhibitia DPPH" stabilita in amestec este mai mare
decat cea teoretica [211].

Gasind raportul mM DHF/mM AA = 1.7 ca fiind cel care poseda cel mai puternic efect
sinergic si inhiba eficient DPPH’, in continuare a fost investigata dependenta efectului sinergic de
concentratia totala a antioxidantilor, respectand in toate probele raportul mM DHF/mM AA = 1.7
(conform Figurii 4.15) [211, 214]. Faptul dat, a permis determinarea indicelui FIC, care este o alta
metodd de calcul a tipului de interactiune antioxidantd dintre compusi. Metoda datd este des
utilizatd in biochimie si farmacologie pentru determinarea sinergismul/antagonismului dintre
preparatele medicamentoase [215], de asemenea, este utilizatd in microbiologie pentru evaluarea

interactiunilor sinergice dintre agentii antimicrobieni [125]. Spre deosebire de metoda descrisa de
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ecuatiile 2.8 si 2.9 (Capitolul 2), in cazul metodei FIC, valorile mai mici decat 1 corespund tipului

de interactiune sinergicd, iar cele mai mari decat 1 — interactiunilor antagoniste.
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Figura 4.15. Ilustrarea dependentei procentului de inhibitie a DPPH" de concentratia totala
de antioxidanti (DHF+AA, pM) combinati in raport mM DHF/mM AA = 1.7; Insert:
fitarea reactiei dintre amestecul AA — DHF si DPPH® dupa modelul exponential [211, 214]

Pentru determinarea indicelui FIC, initial este nevoie de a gasi valorile FIC individuale
pentru fiecare antioxidant, care au fost calculate utilizdnd ecuatiile 2.11 si 2.12 (Capitolul 2).
Utilizand ecuatia 2.10, indicele FIC pentru raportul mM DHF/mM AA = 1.7 a fost stabilit ca fiind
0.9, valoare care descrie o interactiune sinergica dintre cei doi antioxidanti [211, 214]. Astfel, prin
utilizarea spectroscopiei RES si a doud metode de calcul, a fost demonstrat efectul sinergic
pronuntat dintre AA si DHF.

Datele obtinute prin metoda RES sunt in concordanta cu rezultatele UV-Viz, care
demonstreaza efectul sinergic dintre AA si DHF, de asemenea, aratd cd, odatd ce concentratia
ambilor compusi creste, se imbunatateste activitate antioxidantd totald si se mareste efectul

sinergic.

Investigatii la spectroscopia RMN

Utilizarea spectroscopiei 3C RMN a reprezentat o tentativa de a elucida mecanismul de
interactiune antioxidanta dintre AA si DHF in reactia cu DPPH" [199, 216]. Metoda data a fost
utilizata cu succes de citre cercetatorii japonezi [117] Tntr-o serie de experimente de determinare

a modului de interactiune dintre compusii naturali din ceai. Acestia au demonstrat ca intre
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antioxidantii din clasa compusilor fenolici si unii compusi non — fenolici existd procese de
regenerare reciproca [117, 119, 120] asemanitoare celor prezente intre AA si vitamina E [217]. Tn
mod similar, studiul dat s-a axat pe ipoteza prezentei unor integratiuni antioxidante sinergice dintre
DHEF si AA bazatd pe mecanismul regenerarii reciproce.

Respectand metodologia descrisa in literatura [120], in incercarile de a stabili mecanismul
efectului sinergic dintre AA si DHF, au fost urmate trei abordari de realizare a reactiilor, fiecare
dintre cele trei abordari fiind efectuatda in amestecul de solventi metanol-ds/acetona-ds si in
metanol-da/cloroform-d; (detalii in Capitolul 2). Pentru a facilita analiza datelor, au fost stabilite
semnalele caracteristice fiecarui compus, conform spectrelor RMN obtinute (Figura 4.16) si
datelor cunoscute in literatura de specialitate: [117, 119, 120]: AA: 6 63.8,70.9,77.1, 120.1, 154.8,
173.6 (ppm); ADA: 6 74.8, 75.0, 77.1,77.2, 89.4, 89.6, 107.0, 107.5, 171.7, 172.6 (ppm); DHF: &
136.5, 170.8 (ppm); DPPH-H: & 121.6, 126.2, 127.9, 129.6, 130.2, 131.2, 135.2, 137.8, 143.1,
147.5 (ppm) [199, 216].
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Figura 4.16. Spectrele *C NMR ale AA (A), ADA (B), DHF (C) si DPPH-H (D) in metanol-
da/acetona-ds, regiunea 60-185 ppm [199, 216]

> Rezultate in metanol-ds/acetona-de

Conform Figurii 4.17, dupa interactiunea DHF cu DPPH’, semnalele caracteristice pentru
DHF (136.5, 170.8 (ppm)) (Figura 4.17A) au disparut si a aparut un nou semnal la 169.5 ppm
(Figura 4.17B), care a fost atribuit speciei oxidate de DHF [199, 216]. Prezenta semnalului dat
demonstreaza transferul de electroni catre specia radicalica si oxidarea DHF. Conform studiilor

anterioare [118], oxidarea DHF se soldeaza cu pierderea atomilor de hidrogen de la gruparile
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hidroxil si formarea ceto—grupelor. Conform datelor de interpretare a spectrelor 3C RMN,
deplasarea chimica pentru ceto—grupe este in zona 180 — 200 (ppm). Aceasta disconcordanta dintre

datele obtinute si cele existente in literaturd poate semnaliza asupra existentei unor procese

secundare.
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Figura 4.17. Spectrele **C RMN al DHF si reactiile studiate in situ Tn metanol-ds/acetona-
ds, regiunea 120-175 ppm [199, 216]

Sazou si col. [218] au demonstrat ca oxidarea DHF péana la acidul dioxosuccinic este
urmata de hidratarea moleculei si obtinerea acidului dihidroxitartric (Figura 4.18) — eventuala

situatie si pentru exemplul dat.
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Figura 4.18. Schema oxidarii DHF péna la acidul dioxosuccinic urmati de hidratarea
moleculei (Preluata [218])

Adiugarea AA la reactia dintre DHF si DPPH" a determinat aparitia in spectrul de 3C
RMN a semnalelor caracteristice AA (Figura 4.17C) [199, 216]. Lucrul dat indica ca AA nu poate
regenera DHF din forma sa oxidata. De asemenea, conform Figurii 4.17D, unde la reactia AA —
DPPH’ a fost addugat DHF, sunt prezente semnalele caracteristice DHF (136.5, 170.8 (ppm)) si

ADA, care demonstreaza ca nici in experimentul dat procese de regenerate dintre antioxidanti nu

au loc [199, 216].
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Amestecand cei doi antioxidanti si adaugand DPPH’, in spectrul RMN (Figura 4.17E) sunt
prezente, In proportii egale, semnalele pentru AA si ADA; de asemenea, a fost detectat semnalul
la 170.8 ppm caracteristic DHF [199, 216]. Efectudnd experimentul dupa abordarea III, a fost
urmarit scopul de a determina care dintre antioxidanti se oxideazd mai rapid [199, 216]. Prin
urmare, prezenta semnalelor caracteristice formelor reduse de DHF si AA demonstreaza ca o
anumita cantitate din ambii compusi au interactionat cu DPPH" anihilandu-l complet [199, 216].
Faptul dat este in concordanta cu studiile existente [118] si confirma ca DHF este un antioxidant
rapid cu actiune antiradicalica similard cu cea a AA.
> Rezultate in metanol-da/cloroform-dy

Spre deosebire de rezultatele obtinute in metanol-das/cloroform-di, dupa oxidarea DHF in
amestecul de solventi metanol-da/cloroform-ds, in spectrul **C RMN nu a fost detectat semnalul
atribuit formei oxidate de DHF de la 169.5 ppm (Figura 4.19B) [199, 216]. Totusi, judecand dupa
datele obtinute la spectroscopia UV-Viz si conform schimbarea culorii amestecului DHF — DPPH’
din violet in maro, reactia de oxido-reducere dintre DHF si DPPH" a avut loc [199, 216].

Sazou si col. [218] au aratat prin intermediul voltameriei ciclice cd, in medii acide, produsul
de oxidare al DHF decarboxileaza pana la CO2 si acidul 1,2-dihidroxiacrilic [218], care in

continuare poate sa se descompuna producand glicolaldehida [219].
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Figura 4.19. Spectrele **C RMN al DHF si reactiile studiate in situ in metanol-ds/cloroform-
dy, regiunea 120-175 ppm [199], [216]

Pentru a clarifica conditiile de aparitie a semnalului de la 169.5 ppm atribuit formei oxidate
de DHF (Figura 4.17B), care poate fi observat in metanol-ds/cloroform-ds, au fost analizate spectre
'H si 1*C RMN [199, 216]. Datele au demonstrat ci in solventii metanol-ds/acetoni-ds, DHF este
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implicat atat in setul dublu de semnale din spectrele *H si *C caracteristice amestecului de
solventi, cat si in semnalul puternic de la 100.8 ppm in spectrele **C (Figura 4.20, cazurile B, C,
E) [199, 216].
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Figura 4.20. Spectrele 1*C RMN ale DHF si ale reactiilor studiate in situ Tn metanol-
da/acetoni-ds (A, B, C and E) si metanol-ds/cloroform-d: (D and F) [199, 216]

Astfel ca, in baza experimentelor RMN 2D (Figura 4.21) si DOSY poate fi sugerata
posibilitatea existentei unor procese de polimerizare a acetonei declansatd de DHF, cu participarea
metanolului [199, 216]. Tn amestecul metanol-da/cloroform-ds, aceasti dublare a semnalului nu a

fost detectata (Figura 4.20, cazurile D si E) [199, 216], faptul dat sustinand posibilitatea

decarboxilarii DHF in metanol-ds/cloroform-d: dupa exemplul raportat in literatura [218].
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Figura 4.21. Structura propusa pentru polimerul acetonei [199, 216]

Pe de alta parte, asemenea procese secundare in care este implicat DHF ar putea fi prezente
si in amestecul DHF — Rut, descris Tn subcapitolul 4.3. Reactii de condensarea dintre DHF si alti
compusi naturali sunt descrise in literatura [182, 183].

Analizand in continuare Figura 4.19C, poate fi mentionat ca prezenta semnalelor de

intensitate mare caracteristice AA confirma faptul cd AA nu regenereaza DHF nici in amestecul
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de solventi metanol-ds/cloroform-dz, probabil, din cauza decarboxilarii acestuia [199, 216]. Pe de
alti parte, in Figura 4.19D, care contine spectrul 3C RMN pentru reactia dintre AA — DPPH", la
care a fost adaugat DHF, pot fi identificate semnalele pentru AA si ADA, precum si semnale de
intensitate mica la 136.5, 170.8 (ppm) specifice DHF [199, 216]. Daca comparam spectrul din
Figura 4.17D cu cel din Figura 4.19D observam ca in primul sunt prezente picurile la 172.6 si
171.7 (ppm) atribuite ADA,; in Figura 4.19D, pe langa semnalele pentru ADA este prezent si un
pic de intensitate mare la 173.6 ppm care este caracteristic AA. Aceste date sugereazi ca in
metanol-das/cloroform-dy DHF poate regenera partial ADA pana la AA [199, 216].

Judecand dupa intensitatea mica a semnalelor atribuite AA si ADA din Figurii 4.19E, ambii
antioxidanti — AA si DHF, anihileaza rapid specia radicalica, asemanator rezultatelor obtinute in
metanol-das/acetona-de. Pe de alta parte, disparitia completa a semnalelor pentru DHF confirma ca
DHF este un antioxidant rapid si sustine ideea unei partiale regenerari a ADA pana la AA [199,
216].

Regenerarea reciproca a antioxidantilor AA si DHF s-a dovedit a fi dependenta de natura
solventilor utilizati, in cazul de fatd, ipoteza data fiind valabild numai In mediul de metanol-
ds/cloroform-di, unde s-a stabilit regenerarea partiala a ADA de catre DHF [199, 216] (Figura
4.22B). Fenomenul dat are o legatura directd cu procesele de polimerizare sau de decarboxilare
care au loc si care depind de solventii utilizati (Figura 4.22). Prin urmare, poate fi presupus ca in
96% EtOH pot avea loc procese similare de regenerare dintre antioxidanti.

CHs| CHy

-0—C—Q—C—OCH, + ADA + DPPH-H
CHs)y CH;

A AA +DPPH" + DHF —oeinoldicctona-ds

procese de polimerizare

metanol-d 4/cloroform-d,

B AA +DPPH® + DHF » AA + ADA + DPPH-H

procese de regenerare

Figura 4.22. Schemele generale ale mecanismelor de actiune antioxidanta a amestecurilor
AA — DHF in metanol-ds/acetoni-ds (A) si metanol-ds/cloroform-di (B)

Raportand rezultatele obtinute prin spectroscopia RMN la datele experimentele obtinute la
spectroscopiile Stopped-Flow, UV-Viz si RES, unde a fost urmata abordarea 111 (DHF si AA au
fost amestecati, apoi a fost adaugat DPPH"), poate fi afirmat ca in reactia cu DPPH’, intre AA si
DHF exista o competitivitate indreptatd spre anihilarea radicalului liber. Aceastd situatie este
determinatd de actiunea rapida a ambilor compusi si de capacitatea antioxidanta sporita a acestora.
In cazul de fati, desi nu poate fi afirmat cu certitudine care este mecanismul de interactiune
antioxidanta operativ In combinatia AA — DHF, a fost stabilit cd 1) procese de regenerare partiala

dintre AA si DHF au loc in anumite conditii de reactie si ca 2) DHF este compusul care regenereaza
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AA sinu invers dupa cum se intampla in amestecurile AA — compusi fenolici [120]. De asemenea,
solutiile formate din 96% EtOH, AA si DHF poseda aciditate relativ mare — 3.64 pana la 4.04
(Tabelul 4.2), caracterizata prin predominarea formei ceto- [218], fapt care poate determina

decarboxilarea partiald a DHF.

4.4.3. Interactiuni antioxidante dintre acidul ascorbic si resveratrol

Resveratrolul este un stilben natural intens investigat in ultimii ani datorita activitatilor
antioxidante, antimicrobiene, antifungice, cardioprotectoare, antitumorale [158, 220-223] pe care
le manifestd. Acest compus este pe larg raspandit in naturd, totusi, se poate gasi doar In concentratii
mici, fructele cu cel mai mare continut de resveratrol fiind strugurii [15].

Descoperirea activitatii antioxidante a stilbenului dat a intensificat studiul mecanismului
sau de oxidare. Unele surse bibliografice sugereaza ca oxidarea Res se petrece la gruparea carbonil
in ciclul B, la grupa 4’ — OH [224, 225]; alte studii sugereaza ca in timpul oxidarii Res au loc
procese de polimerizare, cu formarea viniferinelor [41, 200, 201]. Viniferinele sunt compusi
naturali, dimeri, trimeri, tetrameri si oligomeri ai resveratrolului [226], care posedd activitate
biologica, inclusiv activitate antioxidanta [227, 228].

Studiat in combinatie cu diversi compusi antioxidanti si non-antioxidanti [9, 63, 223],
datele au aratat diferite rezultate, astfel, demonstrandu-se ca tipul de interactiune antioxidanta
dintre resveratrol si compusii naturali este puternic influentat de conditiile experimentale. Referitor
la studiul efectelor antioxidante dintre resveratrol si acidul ascorbic, putine date au fost publicate
pana in prezent, in ciuda faptului cd ambii compusi sunt prezenti in diverse surse naturale si ar
putea interactiona cu usurintad. Mai mult, existda date despre interactiunile antioxidante ale acestor
compusi in reactia cu DPPH". Astfel, in continuare au fost utilizate spectrometriile UV-Viz si
RMN, pentru a intelege mecanismul de interactiune antioxidantd dintre resveratrol si acidul

ascorbic in reactia cu DPPH".

Investigatii la spectroscopia UV-Viz

Dupa cum este redat in subcapitolul 4.1, valoarea CEso pentru AA este de 0.24, iar pentru
Res este de 1.15, ceea ce demonstreazd ca AA este un antioxidant mai eficient in reactia redox de
anihilare a DPPH' [154].

Constatarile raportate anterior demonstreaza efectul pozitiv al amestecului Res — AA n
reducerea stresului oxidativ [229], in diminuarea incidentei infarctului miocardic [222],
combinatia datd manifestand interactiuni antioxidante regenerative [230].

In actuala investigatie la spectroscopia UV-Viz, au fost urmate trei abordari de efectuare a

experimentului, cu scopul de a intelege efectul consecutivitatii adaugarii compusilor asupra
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activitatii antioxidante: I) amestecarea antioxidantilor in raport molar 1:1 Res/AA, urmata de
adaugarea DPPH’ (timp de reactie — 1 ord); II) amestecarea Res si DPPH’ (timp de reactie - 1 ord),
apoi adaugarea AA (timp de reactie — 15 min); III) amestecarea AA si DPPH’ (timp de reactie —
15 min), apoi adaugarea Res (timp de reactie — 1 ord) [202, 231, 232]. Din Figura 4.23, se poate
observa ca doar abordarea II, care presupune, in primul rénd, interactiunea Res cu DPPH’, urmata
de adaugarea AA, ofera un efect sinergic pronuntat de 1.19 [202, 231, 232]. Celelalte abordari — |
st 11, au valorile inhibitiei experimentale (%le) mai mici decat cele teoretice (%lt), prin aceasta
fiind argumentate efectele antagoniste de 0.87 si, respectiv, 0.86 [202, 231, 232].

Rezultatele reprezentare Tn Figura 4.23 indica clar ca, in aceste conditii de reactie, (1) sunt
posibile atat [A sinergice, cat si antagoniste intre aceleasi concentratii de Res si AA, de asemenea
(2) consecutivitatea addugarii compusilor in reactie este un factor determinant pentru manifestarea
unui anumit tip de IA dintre antioxidanti [202, 231, 232]. Prin urmare, putem presupune ca prin
modificarea ordinii de adaugare a compusilor, mecanismele de interactiune antioxidanta sunt

semnificativ afectate.
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Figura 4.23. Reprezentarea grafica a %It, %le si a IA pentru abordirile
I (Res+tAA+DPPH?), Il (Res+tDPPH'+AA) si III (AA+DPPH"+Res) [202, 231 232]

Potrivit literaturii de specialitate, exista mai multe mecanisme de interactiune intre
compusi: (1) procesele de regenerare, (2) formarea complecsilor intermoleculari, dimerilor sau
aductiilor si (3) efecte complementare [60, 61]. Datele publicate anterior [45, 152] confirma ca
prezenta acidului ascorbic in solutie determina procese de polimerizare, fenomen care ar putea fi
valabil si pentru combinatia AA — Res.

Raportul molar DPPH'/antioxidant poate, de asemenea, influenta semnificativ activitatea

antioxidanta a compusilor testati, prin aceasta, si tipul interactiunii antioxidante, dupa cum a fost
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in cazul catechinei [165]. Pentru a investiga impactul concentratiei compusilor asupra activitatii
antioxidante, au fost testate diferite raporturi molare Res/AA 1n reactia cu DPPH’, respectand cea
de-a doua abordare de efectuare a experimentului.

Figura 4.24 demonstreaza ca toate probele cu diferite raporturi molare Res/AA, de la 5:1
la 1:5, poseda efect sinergic [202, 231, 232]. Cel mai puternic efect sinergic — 1.19, a fost
inregistrat pentru raportul molar 1:1 Res/AA, urmat de raporturile Res/AA 2:1 si 1:2 cu efecte
sinergice de 1.17 fiecare [202, 231, 232].

1.25 -
1.20 -

I I I 1.09 1.10

151

A

o - - - =

© o o = =

ol o ol o ol

| L | |

-
H
N

mol Res/mol AA

Figura 4.24. Reprezentarea grafici a interactiunilor antioxidante ale diferitor raporturi
molare Res/AA. Valorile mai mari de 1.05 (mai sus de linia intrerupta), inclusiv, sunt
caracteristice 1A sinergice [202, 231, 232]

Raporturile morale 1.5:1 si 1:1.5 Res/AA au inregistrat o valoare a IA de 1.14. Pe masura
ce diferenta de concentratie intre cei doi antioxidanti devine mai mare, efectul sinergic scade
(Figura 4.24) [202, 231, 232]. Cea mai mica valoare a IA de 1.09 a fost observata pentru raportul
molar 1:4 Res/AA [202, 231, 232].

Interactiunile antioxidante sinergice prezintd cel mai mare interes pentru stiinta si industrie
datorita avantajelor pe care le ofera [5]. Prin urmare, investigatiile ulterioare s-au concentrat pe
stabilirea mecanismului de actiune ce determina prezenta efectului sinergic al raportului molar

Res/AA = 1:1, urmand consecutivitatea adaugarii compusilor din abordarea Il [202, 231, 232].

Investigatii la spectroscopia C*3*RMN

Spectroscopia *C RMN a fost utilizatd pentru a clarifica mecanismului de actiune
antioxidanta dintre AA si Res, urmand metoda descrisa in literatura [117, 119, 120]. Rezultatele
obtinute de la spectroscopia UV-Viz sugereaza ca abordarile I si I1I urmeaza acelasi mecanism de

interactiune antioxidanta: AA, fiind un antioxidant rapid, interactioneaza primul cu DPPH", apoi
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speciile radicalice ramase interactioneaza cu Res. Astfel, au fost alese abordarile I si II pentru
studiul comparativ la spectroscopia RMN [202, 231, 232].

Pentru a facilita analiza datelor 13C RMN, urmaitoarele semnale caracteristice au fost alese
pentru identificarea compusilor: AA — 64.3 ppm, ADA —89.9 ppm, Res — 117.1 ppm, DPPH-H —
122.1 ppm, oligomer Res — 58.9 ppm (Figura 4.25) [202, 231, 232].
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Figura 4.25. Spectrele 1*C RMN pentru: A) reactia Res — DPPH", raport molar 1:1, t.c., 1

ori, in acetoni-ds; B) Res in acetona-ds; C) AA Tn metanol-ds; D) ADA n metanol-ds [202,

231, 232]

Conform Figurii 4.25A, in spectru nu sunt prezente semnalele carbonil caracteristice Res-
chinonei, la aproximativ 180 ppm, formarea careia a fost propusa anterior [224, 225] in urma
oxidarii stilbenului. Cu toate acestea, schimbarea culorii probei de analizat din violet in galben
inchis a demonstrat ca reactia a avut loc. Drept confirmare a servit semnalul de la 58.9 ppm in
regiunea tipica oligomeriilor Res (ca produse de reactie a oxidarii stilbenului) [41, 68, 201], care
poate fi observat in spectrul A al Figurii 4.25 [202, 231, 232].

Resveratrolul si oligomerii acestuia sunt cunoscuti ca fitoalexine produse de plante ca
raspuns la infectii, iradiere UV sau alte tipuri de stimuli fiziologici [226]. Studiile au demonstrat
ca formarea viniferinelor este o consecinta a oxidarii resveratrolului in prezenta diversilor radicali
liberi [41, 200, 201, 233]. Dupa cum se observa din Figura 4.25A, interactiunea dintre Res si
DPPH’ de asemenea se soldeaza cu formarea viniferinelor, si anume a trans-d-viniferinelor [202,
231, 232]. Intrucat polimerizarea Res si formarea viniferinelor este un proces ireversibil, ipoteza
potrivit careia efectul sinergic dintre cei doi compusi se datoreaza proceselor de polimerizare

provocate capata o argumentare temeinica [202, 231, 232].
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Din Figura 4.26 se poate observa ca oligomerii Res - trans-d-viniferinele, se formeaza doar
urmand cea de-a Il-a abordare de efectuare a experimentului — aceeasi abordare pentru care, la
spectroscopia UV-Viz, a fost observata cea mai puternicd interactiune antioxidantd sinergica

(Figura 4.23) [202, 231, 232].

Scale : 1,000  Vicol RES+DPPH+AR 1 "c:\Usersfew world\Desktop\RIN\Res”L |

[rel]

DPPH-H

B Oligome#i P
ADA Res )

AA‘
| — R ..xlu ol M]u‘l Li el o]
Vicol_hh_RES_DPPH 1 "civUsersfen WD:ld\Deskcup\RﬂN\Res“Eid
A s
Res| upa ,
mmmw e | - [ 1 _ﬂ u “ w——— mewhé

- - : - : : : 1 : - -
200 150 100 50 [ppm]

Figura 4.26. Spectrele *C RMN pentru AA : Res : DPPH" in raport molar 1:1:2.6 molar
urmand I-a abordare (A) si a II-a abordare (B) [202, 231, 232].

Pe langa aceasta, in spectre apare un semnal intens pentru ADA, la 89.9 ppm, demonstrand
cd AA participa la reactiile efectuate prin ambele abordari (Figura 4.26) [202, 231, 232].
Comparand spectrele A si B (Figura 4.26), se poate observa ca, in spectrul B, apar ambele semnale
pentru AA si ADA [202, 231, 232]. Acest lucru se datoreaza anihilarii DPPH" de citre AA,
deoarece raportul molar Res:DPPH" (1:2.6) este insuficient pentru a elimina tot radicalul liber,
ulterior, speciile radicalice rdmase interactioneaza cu AA. Acest lucru confirma stoichiometria
compusilor declarata in subcapitolul 4.4.1 [202, 231, 232].

In reactia descrisa de spectrul A din Figura 4.26, care a urmat I-a abordare, AA anihileazi
toti radicalii liberi, deoarece se oxideaza mai rapid, iar Res rdmane in forma sa redusa. Cazurile A
si B din Figura 4.26 demonstreaza cd AA nu regenereaza oligomerii Res, dupd cum nici Res nu
regenereazd ADA pana la forma initiala de AA [202, 231, 232]. De asemenea, este important de
subliniat ca ordinea adaugarii compusilor in reactie este decisiva, deoarece oligomerii Res se
formeaza doar prin a II-a abordare, unde, in primul rand, Res interactioneaza cu DPPH" si formeaza
trans-o-viniferine, asa cum este aratat in Figura 4.25A, apoi este adaugat AA si restul radicalilor
liberi sunt anihilati [202, 231, 232].

114



Figura 4.27 sumeaza rezultatele obtinute cu privire la tipurile de interactiuni antioxidante

dintre AA si Res in conformitate cu abordarile urmate:

Amestec
AA+Res

I abordare

%t ep o + DPPH'—5—— DPPH-H + ADA + Res

II abordare

Sinergism Res + DPPH — = 75 ——DPPH-H + viniferine + ADA + AA

Figura 4.27. Reprezentarea diferitor produsi de reactie si a diferitor tipuri de efecte
antioxidante generati(te) in urma abordarilor I si I [202, 231, 232]

Pe baza Figura 4.27, se poate concluziona ca tipul sinergic de interactiune intre Res si AA
depinde de formarea trans-o-viniferinelor, despre care se stie ca poseda activitate antioxidanta.
Prin urmare, combinatia Res — AA urmeazd mecanismul de ,formare a complecsilor
intermoleculari, dimerilor sau aductilor” si genereaza efect sinergic pronuntat [202, 231, 232]. De
asemenea, putem mentiona ca raportul molar AA : Res : DPPH’ este la fel de important, asa cum

a fost demonstrat si pentru exemplul de interactiune acid ascorbic — catehina [45].

4.5. Activitatea antioxidanta a preparatului ENOXIL si interactiunile antioxidante in
amestec cu acidul ascorbic

Preparatul ENOXIL este un produs medicinal autohton obtinut din enotaninurile din
struguri prin procese de oxidare lentda [234]. Preparatul dat consta din compusi fenolici si
carboxilici, cetone, aldehide si esteri [234], fiind un produs foarte higroscopic si instabil la
temperaturi mai mari de 70°C. Preparatul ENOXIL poseda activitati antiseptice si antioxidante,
de asemenea, este un produs medicinal non-toxic si eficient contra infectiilor de piele [234].

Tn studiul dat, activitatea antioxidant a preparatului autohton ENOXIL a fost studiati prin
intermediul metodelor spectrale descrise in literaturd, cu utilizarea compusilor cromofori: DPPH’,
ABTS™, Folin-Ciocalteu, PRFe, in apa distilata si in STF (pH = 7.4) [235, 236].

Conform Figurii 4.28, preparatul ENOXIL poseda activitate antioxidanta in reactia cu
DPPH" comparabild cu cea a compusilor polifenolici naturali [235, 236]. 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 4.28) [235, 236]. Faptul
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dat demonstraza ca 2.1 g/l ENOXIL anihileaza in proportie de 50% 1 g/ DPPH", iar pentru a
anihila 100% radicalul de aceeasi concentratie, este nevoie de 4.2 g/ ENOXIL [235, 236].

—x—ENOXIL (H20) —x—ENOXIL (STF)

100
= —o—CAT —u—GA
S 75 . ——QUE ——RES
g *\
o
o X
&)
X 25 CE,=21
0
0 0.5 1 15 2 2.5 3

[proba]/[DPPH, g/L

Figura 4.28. Reprezentarea activititii antioxidante a preparatului ENOXIL dizolvat in apa
si in STF in comparatie cu activitatea antioxidanta a catechinei, quercetinei, acidului galic
si resveratrolului in reactia cu DPPH" [235, 236]

Comparand aceste date cu activitatea antioxidanta a compusilor naturali din struguri — Cat,
Que, GA, Res, se observa ca preparatul ENOXIL poseda activitate antioxidantd mai slaba, intrucat
este nevoie de mai mult compus pentru a neutraliza aceeasi concentratie de radicali liber [235,
236].

Exprimand rezultatele in g EAA/L, devine posibild compararea activitatilor antioxidante
a probelor de ENOXIL 1in apa si in STF dupa cum este ilustrat in Figura 4.29 [235, 236].
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Figura 4.29. Activitatea antioxidanta a preparatului ENOXIL in api si in STF exprimata
in g EAA/L in reactia cu 0.03 g/L. DPPH" [235, 236]
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Figura 4.29 ilustreaza dependenta activitatii antioxidante a ENOXIL-ului de concentratia
acestuia, demonstrand ca 25.00 mg/L ENOXIL actioneaza ca 0.08 g EAA/L, 62.50 mg/L
ENOXIL actioneaza ca 0.16 g EAA/L etc [235, 236]. 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 [235, 236].

In reactia cu ABTS™, preparatul ENOXIL prezinti activitate antioxidanti sporita (Figura
4.30). Cele douda probe de ENOXIL demonstreaza activitate antioxidantd mai mare decat

compusul natural din struguri — Res [235, 236].
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Figura 4.30. Reprezentarea CEso pentru probele de ENOXIL in apa, in STF si pentru Res
in reactia cu ABTS™ [235, 236]

Comparand cele doud probe de ENOXIL (in apa si in STF), se observa ca proba dizolvata
in STF poseda activitate antioxidantad semnificativ mai mare, avand indicele CEsg = 0.06,
comparativ cu CEsg = 0.14 pentru proba in apa [235, 236]. Faptul dat indica ca in STF este nevoie
de mai putin ENOXIL pentru anihilarea aceleiasi cantitati de radical liber, respectiv, in acest
mediu captarea radicalilor liberi de preparatul ENOXIL este mai eficienta [235, 236].

In Figura 4.31 este reprezentata diferenta in g ETrolox/L dintre activitatea antioxidanti a
ENOXIL-ului in apa si in STF 1in reactia cu ABTS™. Se observa clar ca in STF activitatea
antioxidantad a preparatului este de doud ori mai mare decat in apa, spre exemplu, pentru
concentratia de 105.60 mg/L ENOXIL activitatea antioxidanta este de 0.28 g ETrolox/L pentru
proba in apd, iar pentru proba in STF este de 0.70 g ETrolox/L [235, 236].

Metoda Folin-Ciocalteu (Figura 4.32) a confirmat activitatea antioxidanta a preparatului

ENOXIL si a intdrit ideea ca In STF preparatul dat este mai activ decat in apd, spre exemplu,
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pentru concentratia 140.80 mg/L de proba a fost Inregistrata o activitate antioxidanta de 5.30 mg

EAG/L 1n apa si de 7.50 mg EAG/L in STF.
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Figura 4.31. Activitatea antioxidanta a ENOXIL-ului in api si in STF determinata prin
metoda ABTS"™ si exprimati in g ETrolox/L [235, 236]
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Figura 4.32. Rezultatele testului Folin-Ciocalteu de determinare a activititii antioxidante a
preparatului ENOXIL in apa si in STF exprimate in mg EAG/L [235, 236]

De asemenea, odata cu cresterea concentratiei de ENOXIL se madreste si diferenta dintre
activitatea antioxidanta a probelor dizolvate in apa si in STF [235, 236].

Activitatea prooxidanta a compusilor naturali consta in capacitatea acestora de reducere a
ionul de Fe(l1l) pina la Fe(ll) urmata de formarea compusului cromofor Albastru de Berlin. Figura
4.33 indica asupra unei capacititi sporite a ENOXIL-ului de a reduce Fe(111) [235, 236]. Tn special,
activitate semnificativa manifesta proba dizolvata in STF, care prezinta capacitate prooxidanta de

trei ori mai mare decat proba In apd: pentru concentratia maximd analizatd de 70,40 mg/L

ENOXIL-0.13 g EAA/L in apd, si 0.51 g EAA/L in STF [235, 236].
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Activitatea antioxidanta sporita a preparatului ENOXIL 1n STF se poate datora faptului ca
compusii polifenolici sunt mai susceptibili la oxidare la pH bazic [237], iar in studiul dat, cele
doua medii de reactie au avut pH diferit: apa distilata — 7.0, iar STF — 7.4 (Figura 4.34).
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Figura 4.33. Activitatea prooxidanta a ENOXIL-ului in apa si in STF exprimata in g
EAAJ/L [235, 236]
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Figura 4.34. Schemele generale ale mecanismelor HAT (A) si SPLET (B) prin care poate
actiona preparatul ENOXIL in reactia de anihilare a DPPH"

In mediul bazic, compusii polifenolici anihileazi 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 (Figura 4.34). In STF, acest mecanism este sporit prin neutralizarea de catre solutia
tampon a protonilor cedati de antioxidant, urmatd de cedarea electronului de la speciile

deprotonate [235, 236] (Figura 4.34).

Interactiuni antioxidante dintre ENOXIL si acidul ascorbic
Probele cu anumite concentratii de AA si preparatul ENOXIL prezinta activitatea

antioxidanta sporita contra radicalului DPPH (Figura 4.35) [235, 236]. Studiile realizate in baza
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combinatiei AA — Res [202, 231, 232] au demonstrat cd consecutivitatea adaugarii compusilor in
reactie este decisivd pentru activitatea antioxidantd si, de asemenea, determina tipul de
interactiune antioxidantd. Pentru a stabili importanta consecutivitatii adaugdrii compusilor in
reactie in cazul combinatiilor ENOXIL - AA, au fost analizate 2 abordari care diferentiaza prin
ordinea adaugarii compusilor in 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 adaugd 3.8 mL DPPH’, timp de reactie
—2.50re; si 1. la 0.1 mL solutie de ENOXIL de diferite concentratii se adauga 3.8 mL DPPH",
dupa 2 ore la amestecul de reactie de adauga 0.1 mL solutie AA (0.0002 N) si se lasa la intuneric
inca 30 min [235, 236].

Figura 4.35 demonstreaza ca ordinea adaugarii compusilor in reactie este esentiala. Astfel,
pentru abordarea I, valoarea CEso este de 1.7 — mai mica decat Tn cazul interactiunii ENOXIL —
DPPH" (CEso= 2.1), totusi, mai mare comparativ cu cea de-a I1-a abordare [235, 236].

—+—ENOXIL-AA-DPPH
—=—ENOXIL-DPPH-AA
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Figura 4.35. Activitatea antioxidanta a combinatiilor ENOXIL — AA (0.0002N) in apa:
abordarea | (ENOXIL-AA-DPPH") si abordarea II (ENOXIL-DPPH'-AA); activitatea
antioxidanta a AA si a preparatului ENOXIL testati individual prin metoda DPPH" [235,
236]

In cazul abordarii I, a fost stabilitd o valoare CEso de aproximativ 0.4 — o valoare de 4.25
ori mai mica decat cea pentru abordarea | [235, 236]. Faptul dat semnifica ca, intr-un proces
chimic sau biochimic, urménd abordarea |1, se poate obtine un efect antioxidant de 4.25 ori mai
mare decat prin I-a abordare [235, 236].

Activitatea antioxidanta distinctd pentru fiecare dintre cele doud abordari se poate datora
mecanismului de actiune diferit. In cazul I-ei abordiri, primul compus care interactioneazi cu
DPPH" este AA, intrucat acesta este un antioxidant rapid si puternic, apoi, proba de ENOXIL

anihileazd DPPH’ cu o eficienta mai mica, care corespunde puterii antioxidante a preparatului dat
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(Figura 4.35) [235, 236]. In cea de-a ll-a abordare, dupa interactiunea 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 — Res (subcapitolul 4.4.3) [235, 236].

In ceea ce priveste interactiunile antioxidante dintre ENOXIL si AA, acestea au fost
determinate respectand trei moduri de realizare a experimentului (Figura 4.36): abordarile I si 11
sunt identice cu cele din Figura 4.35, abordarea III presupune amestecarea 0.1 mL solutie de AA
(0.0002 N) s1 3.8 mL solutie DPPH", timp de reactie — 30 min; dupa care se adauga 0.1 mL solutie

de ENOXIL de diferite concentratii si se lasa reactia la intuneric timp de 2 ore [235, 236].
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Figura 4.36. Activitatea antioxidanta a combinatiilor ENOXIL — AA (0.0002N) in apa:
abordarea | (ENOXIL-AA-DPPH"), abordarea Il (ENOXIL-DPPH"-AA) si abordarea 111
(AA-DPPH™-ENOXIL) [235, 236]

Datele din Figura 4.36 dovedesc ca toate cele trei abordari manifesta efect sinergic, totusi
abordarea II poseda cea mai puternica interactiune sinergica de 1.19 [235, 236]. Abordarile I si
IIT posedd efect sinergic asemandtor de 1.06 si, respectiv, 1.07, de asemenea, valorile %I
experimentale ale DPPH" sunt similare — aproximativ 52%. Faptul dat poate fi cauzat de urmarea
aceluiasi mecanism de actiune in ambele abordari: initial AA interactioneaza cu DPPH’, apoi
ENOXIL anihileaza speciile radicalice ramase [235, 236].

Testele de determinare a activitatii antioxidante efectuate confirma si completeaza studiile
anterioare realizate in cadrul Institutului de Chimie al USM asupra preparatului ENOXIL. Datele
obtinute demonstreaza activitatea antioxidantd a ENOXIL-ului si sustine utilitatea si eficacitatea

acestuia in calitate de preparat medicinal, de asemenea, propune ideea utilizarii preparatului
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ENOXIL in combinatie cu un antioxidant natural, dupd cum este AA pentru Tmbundtatirea

proprietatilor terapeutice.

4.6. Sinteza Capitolului 4

Concentratia eficientd a compusilor antioxidanti din struguri scade In amestecurile catehina
— acid dihidroxifumaric (min. 0.09), quercetina — acid dihidroxifumaric (min. 0.09) si in toate
probele ce contin acid ascorbic (min. 0.22 si 0.09), fapt care indica asupra imbunatatirii activitatii
antioxidante totale. Tn amestecurile formate dintr-un compus fenolic si un acid organic, valorile
concentratiei eficiente cresc sau raman neschimbare.

Tipul interactiunilor antioxidante intr-un amestec binar de compusi naturali depinde de
concentratia compusilor analizati. La concentratii mici de compus fenolic, in majoritatea probelor
studiate au fost inregistrate efecte antagoniste puternice (min. 0.28); marirea concentratiei
compusului fenolic se soldeaza cu efecte aditive (=1) sau sinergice (>1). Sporirea concentratiei de
acid tartric sau citric nu afecteaza semnificativ tipul interactiunilor antioxidante, cu exceptia
amestecurilor resveratrol — acid tartric sau citric. Contrar faptului dat, marirea concentratiei
acidului dihidroxifumaric afecteaza tipul interactiunilor antioxidante, favorizdnd manifestarea
efectelor sinergice in cazul combinatiilor cu acidul ascorbic (max. 1.17) si rutina (max. 1.07);
sporirea concentratiei de acid dihifroxifumaric in probele cu catehina, diminueaza efectele
sinergice si determina aparitia celor aditive si antagoniste (min. 0.89); Tn probele cu acid galic,
quercetind sau resveratrol, concentratia acidului dihidroxifumaric nu a produs variatii
semnificative ale tipului de interactiune antioxidanta.

Interactiunile antioxidante dintre compusii fenolici si acizii organici tartric si citric sunt
preponderent antagoniste (0.28 — 0.94), in special in probele cu quercetina si resveratrol. Efectul
antagonist este cauzat de prezenta concentratiilor mari de ioni de acizi organici in mediul de reactie
ce duce la inhibarea mecanismului SPLET de actiune a compusilor fenolici. Tn amestecurile cu
acidul galic sau catehina au fost observate multiple efecte aditive (0.95 —1.04), iar probele formate
din rutina si acizii tartric sau citric au demonstrat puternice efecte sinergice de maximum 1.27 si,
respectiv, 1.29. Manifestarea efectul sinergic in probele date poate fi provocata de oligomerizarea
compusilor fenolici, proces care se soldeaza cu formarea structurilor cu capacitate antioxidanta
sporita.

Amestecurile de acid dihidroxifumaric si catehina sau rutina manifesta un efect sinergic de
1.08 si, respectiv, 1.07, datoritd potentialelor reactii de oligomeriare a polifenolilor. Combinatia
quercetind — acid dihidroxifumaric demonstreaza, preponderent, interactiuni antioxidante aditive

in intervalul 0.95 —0.99, iar amestecurile de acid galic —acid dihidroxifumaric si resveratrol — acid
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dihidroxifumaric manifestd antagonism puternic, inregistrandu-se valori minime de 0.43 si,
respectiv, de 0.75.

Probele formate din acidul ascorbic si acidul tartric, demonstreaza activitate antioxidanta
sporita si efecte sinergice de maximum 1.08; Tn cazul amestecurilor acid ascorbic — acid citric, este
observatd predominarea efectelor aditive (0.95 — 1.04). Prezenta interactiunilor sinergice si aditive
se datoreaza concentratiei mari de ioni de acid tartric sau citric in mediul de reactie, care sustine
mecanismul HAT de actiune a acidului ascorbic.

Au fost aplicate patru metode spectrale de analiza — UV-Viz, Stopped-Flow, RES si RMN,
pentru determinarea tipului de interactiune antioxidanta dintre acizii ascorbic si dihidroxifumaric.
Activitatea antioxidantd si viteza de reactie a acizilor ascorbic si dihidroxifumaric este
seminificativ mai mare in matricea de vin comparativ cu rezultatele obtinute in 98% EtOH.
Conform datelor obtinute la spectroscopia UV-Viz, efecte sinergice in intervalul 1.05 — 1.17 sunt
observate la concentratiile maximale ale compusilor testati. Spectroscopia RES a demonstrat
existenta efectelor antioxidante sinergice puternice (1.24) si moderate (0.9 — metoda FIC) intre
acizii ascorbic si dihidroxifumaric, aplicand doua metode de calcul diferite. Interactiunea
antioxidanta sinergica este favorizatd de unele procese de regenerare partiala dintre acidul ascorbic
si dihidroxifumaric, ultimul avand capacitatea de regenerare a acidului ascorbic.

Amestecul acid ascorbic — resveratrol poseda efecte antioxidante antagoniste si sinergice
dependente de ordinea adaugarii compusilor in reactie. Efectul sinergic maximal de 1.19 este
obtinut atunci cand la solutia de DPPH" se adauga initial resveratrol, iar dupa consumarea completa
a stilbenului, se adauga acid ascorbic. Spectrele RMN au demonstrat ca acest scenariu se soldeaza
cu formarea trans-viniferinelor, care poseda activitate antioxidanta si sporesc efectul sinergic al
amestecului de compusi.

Preparatul ENOXIL poseda activitate antioxidanta de 2-3 ori mai mare in mediu de solutie
tampon fosfat decét in apa. Adaugand acid ascorbic la solutia de ENOXIL, sunt observate efecte
sinergice n toate probele analizate (1.06 — 1.19). Activitatea antioxidantd totald si amploarea
efectului sinergic depind de ordinea addugarii compusilor in reactie, astfel cd cel mai mare efect
sinergic—1.19, a fost obtinut in proba in care initial interactioneaza preparatul ENOXIL cu DPPH’,
apoi se adauga acidul ascorbic.

La subiectul interactiunilor antioxidante au fost publicate 3 capitole de carte iIn monografii
nationale in internationale, 2 articole Tn reviste cu factor de impact, 2 articole in reviste nationale
de categoria A si B, 11 teze la conferinte nationale si internationale si o participare la Expozitia

Internationald Specializata ,,INFOINVENT”.
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5. FORMAREA CONCEPTIILOR ECOVALEOLOGICE LA
DISCIPLINA CHIMIE ECOLOGICA

Tn capitolul dat este in premiera prezentati si argumentati legitura dintre conceptele de
valeologie si ecovaleologie si studiul interactiunilor antioxidante, att sub aspect chimic si
molecular, cét si din punct de vedere al sanatitii umane. In mod special, datorita datelor stintifice,
este demonstrata relatia dintre consumul de antioxidanti si activitatea mitocondriilor ca indicator
general al stirii de sdnitate, care este obiectul de studiu al valeologiei si ecovaleologie. De
asemenea, este tratat subiectul formarii conceptiilor ecovaleologice ale studentilor ca 0 abordare
sustenabild in rezolvarea problemelor ecologice actuale, unde se accentueaza influenta procesului
didactic asupra educarii tinerilor si formarii unor deprinderi sandtoase si sustenabile. Este discutat
si exemplificat procesul de integrare a conceptului de ecovaleologie in curriculumul disciplinei

Chimie ecologica.

5.1. Relatia dintre studiul cu tenta ecologica al interactiunilor antioxidante si conceptul
de valeologie

Valeologia, ca directie stiintificd ce studiazd sanatatea umana, acceptd complexitatea
de alta parte, valeologia reprezinta acea veriga care leaga si conecteaza celelalte stiinte intre ele si
argumenteaza colaborarea si relationarea acestora prin intentia de a investiga sanatatea individului
sub toate aspectele ei si de a oferi recomandari privind un mod de viata sdnatos. Desigur ca
conceptul de sanatate poarta un caracter filosofic [99], cu toate acestea, nu se poate nega faptul ca
orientarea catre un stil de viatd sanatos nu este doar o filozofie, ci si un ansamblu de cunostinte in
domeniile biologiei, chimiei, biochimiei, medicinei etc. [99].

Din punct de vedere somatic, sdndtatea umana este initial data (din punct de vedere genetic)
st apoi controlatd in mod constient de: (1) interactiunile optime ale structurilor si proceselor
(functiilor) interne ale unui organism, adica de natura sa materialo-energetica; (2) rezistenta la
influentele agresive externe; (3) interactiunea optima cu sistemele si mediile complementare [95].
Hanselmann si col. [238, 239] afirma ca, la nivel celular, starea de sanatate depinde de trei factori:
energia, informatia si materia de care dispun celulele. Autorii sugereaza ca pierderea energiei (din
cauza afectiunilor la nivel de mitocondrie), anomaliile la nivel de informatie genetica (cauzate de
mutatii sau aneuploidie) sau schimbdrile in compozitia si distributia materiei (provocate de
schimbarea micro-mediului sau de prezenta agentilor toxici) duc la cresterea entropiei functiilor si
structurilor celulare, ceea ce echivaleaza cu aparitia bolilor [238]. Energia, informatia si materia

sunt interconectate la nivel cuantic, respectiv, perturbarea unuia dintre factorii enumerati poate
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provoca dezintegrarea si moartea celulelor, iar la nivel de organism, are loc imbolnavirea
individului [238].

Aparatul mitocondrial are un rol central in metabolismul energetic, iar starea
mitocondriilor reprezintd un parametrul important pentru estimarea nivelului de sanatate al
indivizilor [240-244]. Totodata, mitocondriile sunt o tintd usoara pentru factorii de risc din mediul
extern, deoarece nu sunt doar organitele care furnizeaza 90% din energia celulei (prin producerea
de ATP, mentinerea echilibrului ionic, reglarea apoptozei etc.), dar sunt implicate si in
metabolismul substantelor chimice xenobiotice care includ si substantele toxice [240]. Dependenta
starii de sandtate o omului de energia produsd de aparatul mitocondrial este tratatd si de
Apanasenko G. L. [245]. Prin cercetarile sale, autorul incearca sa ofere o unitate de masura a
sanatatii umane, care ar putea fi aplicabila in valeologie. Astfel, Apanasenko G. L. [245]
mentioneazad cd baza sanatatii somatice depinde de eficacitatea aparatului mitocondrial care, la
nivelul organismului, apare, in conditii aerobe, sub forma capacitatii maxime de producere a
energiei. Prin alte cuvinte, functia mitocondriilor de a produce energie este criteriul de baza care
indica asupra vitalitatii omului si, respectiv, asupra sanatatii acestuia [245]. Contrar faptului dat,
imbolnavirile, bolile cronice sunt efectul insuficientei mitocondriale, care poate fi cauzata de
factorii externi precum poluarea mediului [240, 242, 243, 246, 247], stilul de viata.

Pornind de la ideea ca celulele, la fel ca organismul uman, sunt niste sisteme termodinamice
deschise, acestea mentin un schimb permanent de materie si energie cu mediul extracelular (si cu
mediul ambiant). Prin urmare, celulele sunt dependente de matricea extracelulara care contine
diverse molecule necesare pentru asigurarea conditiilor optime de functionare a celulei: nutrienti,
electroliti, oxigen, protoni (pH) etc. Prezenta compusilor dati in concentratii corespunzatoare
determind celulele, sistemele biologice si omul sa reziste impactului provocarile mediului extern
[238, 245]. Expunerea celulelor la un mediu non-fiziologic creat de agenti toxici, pH mic, infectii,
radiatie etc. [238], induce schimbari semnificative de ordin genetic, metabolic, morfologic la nivel
celular si initiaza dezvoltarea conditiilor patologice, inclusiv a cancerului. Conteazd atat
schimbarile calitative, cat si cele cantitative ale materiei, adica concentratia compusilor ce provin
din mediul extern — schimbari care pot afecta negativ functionalitatea aparatului mitocondrial, a
producerii energiei si a vitalitatii celulei [238]. Astfel, asigurarea organismului uman cu nutrientii
necesari, in concentratii necesare, este o conditie primordiala si esentiald vietii. Pe langa nutrientii
principali (carbohidrati, lipide, proteine), micronutrientii precum vitaminele si mineralele joaca un
rol important pentru sanatatea umana.

Antioxidantii, in jurul carora este focusat studiul dat, reprezinta o clasd mare de compusi,

ce cuprinde vitaminele si mineralele. Antioxidantii sunt compusii implicati in mecanismul celular
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de aparare Tmpotriva concentratiilor mari de specii reactive, de asemenea, acesti compusi ofera
protectie intra sau extracelulara prin reducerea proteinelor oxidate de radicalii liberi, a acizilor
grasi oxidati din membrane si eliminarea daunelor ADN-ului cauzate de radicalii liberi. Pe langa
aceasta, antioxidantii sunt esentiali pentru reactiile metabolice din organism participand in calitate
de catalizatori sau coenzime. Multe vitamine functioneaza in complexe enzimatice care participa
la respiratia mitocondriala si la producerea de energie sau sunt necesare pentru sinteza
componentelor lantului respirator mitocondrial [248]. Spre exemplu, biosinteza componentei
lantului respirator mitocondrial — coenzima Q, este dependenta de vitaminele Bz, B3, Bs, Bs, Bo,
B12 si vitamina C [248, 249]. Vitaminele B, B2, Bs, Bs, Bs, B7, B sunt importante pentru caile
metabolice 1n respiratia mitocondriala si producerea energiei [248], [249]. Vitaminele C, E, D, B3
si Bg fiind niste anihilatori eficienti ai radicalilor liberi, previn formarea oxidantilor mitocondriali
si imbatranirea mitocondriala [248, 250, 251]. Studiile [251] arata ca imbogatirea celulelor cu
antioxidanti reprezinta o eficienta strategie de protectie a organelelor si a integritatii celulelor, prin
limitarea daunele oxidative ale aparatului mitocondrial, a leziunilor celulare si prin stoparea
dezvoltdrii sau initierii bolilor. In literaturd sunt propusi o serie de antioxidanti eficienti in
eliminarea disfunctiilor mitocondriale rezultante cu oboseala cronica [252], sau antioxidanti cu rol
protectiv in cazul expunerii la medii toxice [251].

La nivel de organism, deficientele de vitamine si antioxidanti cauzate de malnutritie pot
genera boli coronariene, cancer, boli neurodegenerative, boli psihice etc. [248]. Actualmente, lipsa
de nutrienti este adesea substituitd cu suplimentele alimentare. Desi multiple investigatiile
demonstreaza capacitatile reducatoare sporite ale antioxidantilor, unele studii atentioneaza asupra
efectelor adverse manifestate de substantele date consumate sub forma de suplimente alimentare
[253-256]. Deosebirea dintre antioxidantii din produsele naturale si cei din suplimente este
remarcatd Tn mod special analizdnd efectul concentratiei compusilor dati asupra proceselor
biochimice din organism [253-256]. Suplimentele alimentare contin concentratii de antioxidanti
in limita dozelor zilnice admisibile, ceea ce este semnificativ mai mult decat concentratiile
acelorasi antioxidanti si vitamine in produsele naturale. Literatura de specialitate mentioneaza ca
dozele mari de antioxidanti pot duce la efecte prooxidante, disfunctii celulare, interfereaza cu
metabolismul unor nutrienti, pot creste riscul de cancer sau pot reduce eficacitatea tratamentelor
pentru cancer (de exemplu, radioterapie, chimioterapie) [255, 256]. Spre exemplu, dozele mari de
vitamina E altereaza masa si forma oaselor, creste riscul de cancer pulmonar, de mortalitate, induce
apoptoza. Tn special, efectul negativ al consumului de vitamina E in doze mari a fost remarcat la
persoanele fumdtoare: a fost observata o crestere cu 7% a riscului de cancer pulmonar pentru

consumul de 100 mg/zi, iar pentru doza de 400 mg/zi de vitamina E — riscul a crescut pana la 28%
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[255, 257]. Similar concentratiilor mari de vitamina E, dozele sporite de f-caroten, administrate
ca supliment alimentar, maresc riscul de cancer pulmonar [253] si, de asemenea, intensifica sinteza
mediatorilor pro-inflamatori [255]. Consumul acidului ascorbic in concentratii mari produce
acumularea de oxalati in rinichi; sporeste autooxidarea lipidelor, care este acompaniatd de
productia de O2"si H2O2 [255]. Suplimentarea dietelor oamenilor sanatosi cu doze mari de vitamina
C (500 mg/zi) genereaza o crestere a daunelor oxidative la nivelul ADN-ului, demonstrand efecte
prooxidative la doze crescute [255]. Gonzalez si col. [256] au ardtat ca acidul ascorbic prezinta
atat activitdti reducatoare, cat si oxidante, in functie de mediul in care este prezentd aceasta
vitamind precum si de concentratia ei. Compusii fenolici precum catehina, quercetina, acidul galic
etc. sunt constituenti ai plantelor si poseda activitate antioxidantd pronuntata, totusi, echilibrul
dintre caracterul antioxidant si cel prooxidant al compusilor dati depinde de concentratia acestora.
Spre exemplu, la concentratii de 50 uM de quercetina s-a nregistrat reducerea viabilitatii celulelor,
a capacitatii antioxidante totald si a activitatii antioxidantilor endogeni (superoxid dismutaza,
catalaza si glutation transferaza) [258]. Dozele crescute de flavonoide (50-250 uM) duc la
citotoxicitate, leziuni ale ADN-ului, apoptoza si prezenta speciilor reactive provocate de
autooxidare [255]. Antioxidantii fenolici in concentratii mari prezinta activitati prooxidante atunci
cand sunt prezenti ionii metalelor de tranzitie, cum ar fi fierul si cuprul; caracterul prooxidant al
compusilor in prezenta metalelor este specific majoritatii antioxidantilor si vitaminelor. Stilbenul
resveratrol in concentratii de 10-25 uM poate genera, de asemenea, efecte prooxidante, provocand
leziuni mitocondriale si moartea celulelor endoteliale [259]. In mod similar, alti antioxidanti
naturali, cum ar fi acizii cumaric, clorogenic, ferulic, cafeic si caftauric — compusi fenolici derivati
din produsele alimente, in doze mari de 25 pM pot creste productia intracelulara de specii reactive
si manifestd efecte prooxidante [260]. Totodata, studiile [255] demonstreaza ca excesul de
antioxidantii poate anihila toate speciile radicalice, fapt care duce la manifestarea fenomenului de
stres reductiv, ce declanseaza formarea de H202 in mitocondrii si apoi induce stresul oxidativ
[255].

Cercetarile existente sustin ideea cd actiunea negativd a antioxidantilor se datoreaza
efectului prooxidant al acestora [253, 255], care depinde de mediu si concentratia compusilor.
Dupa cum este expus in subcapitolul 1.2, multiple studii au demonstrat caracterul prooxidant al
compusilor bio-activi la anumite concentratii, in special cand acestia sunt aplicati individual. U.
Cornelli [16] mentioneaza doua consideratii care sunt importante pentru inclinarea balantei
antioxidant — prooxidant in favoarea caracterului antioxidant: prima consideratie este ca
antioxidantii obisnuiti consumati cu alimentele sunt o combinatie de multi compusi diferiti, iar

activitatea derivata din acestia poate fi acompaniata fie de un efect aditiv, fie de unul sinergic, sau
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chiar de unul antagonist (numit de autor efect de combinatie); a doua consideratie este legata de
cantitatea fiecarui antioxidant, care In produsele alimentare este, de obicei, foarte scazuta (efectul
de concentratie). Aceste doud premise sunt respectate pe deplin atunci cand aportul de antioxidanti
este determinat de consumul produselor naturale, contrar cazurilor administrarii suplimentelor
alimentare, care nu respecta cele doua consideratii privind combinatia si concentratia compusilor
bio-activi. Problema consumului substantelor individuale a fost atinsa si de cercetatorul rus I. 1.
Brekhman in contextul valeologiei si al sanatatii umane [18]. Autorul pune in discutie situatia
controversata in care se observa tendinta globala de a rafina si trata produsele alimentare — lucru
ce rezultd cu obtinerea unor produse pure si cu sardcirea valorii nutritive a alimentelor; in acelasi
timp, industriile incearca sa compenseze lipsa complexelor naturale de compusi bio-activi si a
efectului pe care il produc acestea prin adaugarea antioxidantilor, aditivilor alimentari in doze care
depasesc concentratiile naturale [18]. Intrucat valeologia studiaza influenta tuturor claselor de
nutrienti (nu doar a micronutrientilor — antioxidantilor) asupra sanatatii umane, autorii au
argumentat efectul negativ al produselor rafinate pe exemplul zaharului rafinat consumat in
cantitati mari, al produselor de panificatie rafinate, al uleiului rafinat, al alcoolului etc., facand
comparatie cu aportul nutritional valoros si cu efectul benefic al produselor integrale, ex. zahdrul
brun, paine integrala etc. [18]. Brekhman 1. 1. afirma ca pentru solutionarea problemei calitatii
produselor alimentare trebuie sd fie considerate trei idei principale: (1) pastrarea complexului
natural de nutrienti si compusi biologic activi in produsele naturale; (2) utilizarea complexelor
naturale de compusi bio-activi in calitate de suplimente alimentare; (3) largirea asortimentului de
produse alimentare naturale [18]. Principiile date pot fi cu usurinta aplicate si proiectate asupra
problemei caracterului prooxidant al compusilor, intrucét, similar maronutientilor, micronutrientii
— antioxidantii si vitaminele, actioneazd in favoarea sau defavoarea organismului uman 1in
dependentd de concentratia la care se afld si de prezenta altor compusi cu care acestia pot actiona
in combinatie. Sistemele multicomponente naturale sunt intotdeauna foarte complexe si, daca
contin una sau un grup de substante cu un efect nutritional sau medicinal mai pronuntat
(antioxidanti, vitamine, minerale etc.), atunci ele sunt in combinatie cu un numar mult mai mare
de substante insotitoare — cum ar fi acizii organici, zaharurile, care sporesc actiunea principalelor
componente ale complexului, le slabesc toxicitatea si efectele secundare [18]. Exemplu elocvent
de sisteme multicomponente complexe sunt strugurii, unde substantele bio-active sunt in
concentratii mai mici, ex. acidul ascorbic: max. 50 mg/L [15], vitamina A: 0.2 — 0.5 mg/kg [15],
vitamina B1: 160 — 650 ng/L [15], vitamina B2: 10 — 150 pg/L [15], vitamina B3: 1.5 — 3 pg/L
[15], vitamina B5: 500 pg/kg [15], vitamina B6: 200 pg/kg [15], vitamin B8: 2 — 4 ng/kg [15],
vitamina B9: 1.5 pg/kg [15], vitamina B10: 15 pg/kg [15], vitamina B12: 14 pg/kg [15], catehina:
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660 — 2200 mg/kg, [261], resveratrol: 20 — 40 mg/kg [15], epicatehina: 47 — 237 mg/kg [261],
rutina: 10 — 68 mg/kg [261], acidul galic: 1.8 — 13.3 mg/kg [261] etc.; iar substantele non-
antioxidante se gasesc in concentratii semnificativ mai mari — zaharuri: 150 — 250 g/kg [15], AT:
3.5-11¢g/L [15], AC: 0.2 - 0.4 g/L [15], substante odorante: 0.6 — 1.2 g/L [15], substante azotate
(inclusiv aminoacizi): 0.6 — 2.4 g/kg [15] etc. De asemenea, trebuie de mentionat observatia adusa
de Brekhman I. I. ca 1n naturd functioneaza legea multiplicarii reprezentantilor grupurilor
individuale de substante, adica fiecare grup restrns de substante este intotdeauna reprezentat nu
de 0 substanta individuala, ci de un numar de substante foarte asemanatoare din punct de vedere
structural, dar cu detalii structurale distinctive [18]. Drept exemple pot fi enumerati flavanolii,
flavonolii, antocianii, acizi hidroxibenzoici, acizi hidroxicinamici, vitamina E, vitamina A [15]
etc. Prin urmare, simplificarea compozitiei chimice a unui complex natural izolat dintr-o planta cu
scopul de a spori un anumit efect duce la pierderea multor proprietati calitative ale complexului
[18], dupa cum a fost demonstrat pe exemplul caracterului antioxidant — prooxidant al compusilor
bio-activi (subcapitolul 1.3).

O alta idee tratatd de Brekhman I. I. care este relevanta subiectului ecovaleologiei este
problema industrializarii si a schimbarilor radicale pe care le-au suferit produsele alimentare n
ultimele doua secole [18]. Omenirea, mii de ani la rand, a consumat doar acei compusi care se
gaseau 1n naturd, in concentratiile si combinatiile respective. Industrializarea intensificatd din
ultimele decenii, s-a soldat nu doar cu imbunatatirea calitatii vietii oamenilor, dar si cu probleme
ecologice, care au dus la schimbdri importante la nivel de structurd si calitate a produselor
alimentare din contul acumularii de pesticide, metale grele, poluanti organici persistenti etc. Pe de
alta parte, industria alimentard concentratd pe rafinarea produselor alimentare si pe adaugarea
aditivilor alimentari n hrana contribuie, in proportii mari, la schimbarea calitativa si calitativa a
produselor alimentare. Adaptarea in termen scurt a populatiei la o asemenea schimbare, unde
concentratiile anumitor nutrienti sunt prea mari sau prea mici comparativ cu aceiasi compusi in
produsele naturale, este practic imposibila. Faptul dat este confirmat de numarul de imbolnaviri
raportate la nivel global a caror cauza principald este poluarea mediului si a organismului uman
[102].

Figura 5.1 sumeaza ideile expuse in subcapitolul dat si ilustreaza schematic conexiunea
dintre ecovaleologie si studiul interactiunilor antioxidante. Valeologia ca directie stiintifica se
interconecteazd cu studiul interactiunilor antioxidante prin intermediul ecovaleologiei, care
investigheaza schimbarile stérii de sdnatate a omului in dependentd de schimbarile care au loc in
mediul ambiant si in natura. Dupa cum indica datele din literatura de specialitate, concentratiile si

combinatiile antioxidantilor pot influenta semnificativ echilibrul antioxidant — prooxidant, si, prin
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acesta, reactiile biochimice din mitocondrii, celule si intregul organism (Figura 5.1). Puterea de

generare a energiei de mitocondrii este propusa in valeologie ca indicator al starii de sanatate a

individului.
Ecovaleologia
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factorilor sanatatii ‘\/\; factorilor
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umane \/
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Figura 5.1. Ilustrarea schematica a relatiei dintre ecovaleologie si studiul interactiunilor
antioxidante
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Tn dependenti de concentratia antioxidantilor, in mitocondrii pot fi generate reactii ce se
soldeaza cu stres oxidativ, reductiv sau efecte prooxidante. Concentratiile antioxidantilor in
suplimentele alimentare si in produsele naturale sunt diferite, prin urmare afecteaza in mod distinct
interactiunile antioxidante dintre compusii constituenti. Astfel, relatia dintre mitocondrii —
antioxidanti — ecovaleologie — sanatate se contureaza si mai bine, luand in calcul impactul pozitiv
sau negativ pe care 1l pot avea antioxidantii in mitocondrii — prin afectarea sau reglarea echilibrului
redox din mediul intracelular.

Corelarea conceptului de ecovaleologie cu subiectul interactiunilor antioxidante reprezinta
o abordare noud, nemaiintalnita in literatura de specialitate, iar scopul capitolului dat este de a

argumenta interconexiunea dintre aceste subiecte de cercetare si actualitatea studiu realizat.

5.2.  Formarea conceptelor ecovaleologice ale tinerilor — abordare sustenabili in

solutionarea problemelor ecologice

Educatia si formarea abilitatilor ecologice si valeologice 1n institutiile de invatamant este
o metoda sustenabild de educare a tinerilor in scopul dezvoltarii deprinderilor sanatoase si durabile
[262]. Conform Iui Corcoran B., marea provocare a invatamantului superior este de a crea institutii
universitare reorientate spre ecologie si sustenabilitate intr-0 societate non-sustenabila [263]. Prin
urmare, comunitatea din invatamantul superior este chemata sa raspunda vremurilor de crize de
mediu dezastruoase, sistemelor politice esuate, intolerantei religioasa si dezvoltarii economice
non-sustenabile si inechitabile [263]. Cortese T. [264] afirmd ca ,Institutiile de invatamant
superior poartd o responsabilitate morald profundd de a spori constientizarea, cunostintele,
abilitatile si valorile necesare pentru a crea un viitor echitabil si durabil. Aceste institutii au
mandatul si potentialul de a dezvolta cadrul intelectual si conceptual pentru atingerea acestui
obiectiv. Ei trebuie sa joace un rol puternic 1n educatie, cercetare, dezvoltare de politici, schimbul
de informatii, sensibilizarea si sprijinul comunitatii... Ei au libertatea unica de a dezvolta idei noi,
de a comenta despre societate si de a se angaja In experimente indraznete, precum si de a contribui
la crearea de noi cunostinte”. In aceeasi ordine de idei, Organizatia Natiunilor Unite pentru
Educatie, Stiintd si Cultura - Programul Natiunilor Unite pentru Mediu [263] afirma ca
»universitdtile, ca centre de cercetare, predare si formare a personalului calificat pentru natiune,
trebuie sa fie din ce In ce mai disponibile pentru a intreprinde cercetdri in domeniul educatiei
pentru mediu si pentru a forma experti in educatia formald si non-formald. Educatia pentru mediu
este necesara studentilor din toate domeniile, nu numai stiinte naturale si tehnice, ci si stiinte
sociale si arte, deoarece relatia dintre natura, tehnologie si societate marcheaza si determina

dezvoltarea unei societati.”. Conform Declaratiei de la Talloires, prin punerea in practica a ceea

131



ce se predica, universitatea poate motiva studentii sa participe activ la minimizarea poluarii si
producerii de deseuri [263].

In ultimii ani, se incearca tot mai intens integrarea in invatimantul superior a subiectelor
si practicilor sustenabile cu caracter ecologic, social si cultural, economic si institutional,
educational si politic, prin activitati de predare, cercetare, operatiuni din campus, sensibilizare
comunitara si activitati de evaluare si raportare [265]. Conform datelor [266] subiectele ce tin de
securitatea alimentara, agricultura sustenabila, clima si mediu, resurse naturale sunt cele mai intens
tratate in cadrul strategiilor de dezvoltare sustenabild in invatamantul superior. Inafara studiului
teoretic, s-a dovedit a fi eficientd implicarea studentilor in activitati practice precum separarea
deseurilor pentru reciclare, stabilirea planurilor de reducere a productiei de deseuri, utilizarea
eficienta a energiei, practici de promovare a consumului eficient de apa etc. [265]. Rezultatele unui
sondaj efectuat de studentii din invatamantul superior din intreaga lume [267] arata ca (i) 92% din
participanti sunt de acord cd dezvoltarea durabild (cere nemijlocit cuprinde in sine protectia
mediului si a omului) este un subiect pe care toate institutiile de invatamant superior ar trebui sa il
incorporeze si sa il promoveze Tn mod activ, (ii) 40% din tineri raporteaza o incluziune scazuta sau
inexistentd a conceptului de dezvoltare durabild in curriculum, (iii) 90% dintre respondenti
mentioneaza ca sunt dispusi sa accepte un sacrificiu salarial pentru a lucra intr-o companie care
respecta principiile sustenabilitatii si a protectiei mediului, (iv) la cererea sa identifice cuvantul
care descrie cel mai bine sentimentele lor in legatura cu schimbadrile climatice si viitorul lor, 75%
au admis cd sunt ingrijorati.

Sustenabilitatea ca un proces socio-ecologic, cuprinde mai multe dimensiuni de dezvoltare,
in special cel al protectiei mediului, si nu exclude sub nici o formd valeologia si ecovaleologia,
intrucat, ambele — sustenabilitatea si ecovaleologia, sunt axate pe studiul interactiunilor dintre om
si mediul inconjurdtor. Conform literaturii, ecovaleologia studiaza impactul mediului si al
factorilor antropici din naturd asupra sanatatii umane, precum si starea organismului in conditiile
unui mediu in dinamica [19]. Totodata, valeologia pedagogica studiaza problemele de pregatire si
educare a persoanelor n scopul formarii unor cunostinte fundamentale si a motivatiei puternice
orientate catre asigurarea si mentinerea unui vieti sanatoase si a unui stil de viata sanatos la diferite
varste si etape de dezvoltare [19].

Educatia valeologica a tinerilor presupune formarea deprinderilor si atitudinii constiente
fatd de sanitate in raport cu sensibilitatea personalitatii fata de starea ecologicd a mediului [94]. Tn
scopul familiarizarii studentilor cu conceptul de ecovaleologie, in continutul prelegerii intitulata
,»Chimia alimentara si asigurarea calitatii produselor. Antioxidantii” din cadrul cursului de Chimie

ecologica elaborat de acad. Gh. Duca, au fost introduse, accentuate, puse in discutie notiuni si idei
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relevante subiectului dat, menite sd sensibilizeze tinerii si sa le provoace gandirea si cugetarea
asupra relatiei dintre sandtate, un stil de viata echilibrat si calitatea/siguranta produselor
alimentare, precum si analizarea efectului pozitiv/negativ al antioxidantilor asupra starii de
sanatate [262].

Pentru determinarea impactului prelegerii, studentii (30 persoane) au completat, in mod
repetat, un chestionar la subiectul dat, inainte si dupa audierea acesteia [262]. Chestionarul format
din 18 intrebari (Figura 5.2), trateaza subiectul antioxidantilor si efectul pe care il pot avea acestia
consumati in concentratii si combinatii diferite, sursele acestora etc. (Anexa 4) [262]. Conform
Figurii 5.2, parerea studentilor a fost diferita inainte si dupa audierea prelegerii [262].

Poate fi remarcat faptul ca la intrebarile 1, 2, 3, 5, 6, 7,9, 16 si 17, care au un caracter mai
general, majoritatea studentilor au oferit, la prima completare a chestionarului, raspunsuri
satisfacatoare, iar dupa prelegere, numarul raspunsurilor de acelasi fel a crescut nesemnificativ, cu
maximum 5% (Figura 5.2) [262]. Faptul dat este un indicator bun care demonstreaza prezenta unui
grad Tnalt de informare a tinerilor si prezenta unor atitudini pozitive fatd de consumul de
antioxidanti, in special a celor din fructe si legume [262]. La intrebarile 3, 4, 8 si 12 (Figura 5.2),
care se refera la unele cunostinte/informatii concrete despre antioxidanti, studentii au oferit mai
multe raspunsuri corecte dupa audierea prelegerii [262]. Spre exemplu, raspunsul ,,vitamina C” de
la intrebarea 3 — Care dintre acestea este o substanta antioxidanta? (Anexa 4), a fost ales de 59%
dintre tineri dupa prezentarea prelegerii, comparativ cu 80% obtinute initial; la a doua completare
a formularului, studentii au bifat atit varianta ,,vitamina C”, cat si varianta ,,f-caroten” (53%),
odatd ce ambii compusi sunt antioxidanti (Figura 5.2) [262]. Similar, varianta corectd ,,a-
tocoferol” de la intrebarea 4 (Anexa 4) a fost bifatd de majoritatea studentilor (90%) dupa
prezentarea prelegerii (Figura 5.2) [262]. Intrebarea 8 referitoare la continutul de antioxidanti in
unele produse alimentare si intrebarea 12 cu privire la sursele de radicali liberi (Anexa 4) au obtinut
raspunsuri corecte dupa audierea prelegerii in raport de 50% si, respectiv, 90% [262].

Conform raspunsurilor la intrebarea 10 — Intr-o reactie redox, ce schimbairi suferd un
antioxidant? (Anexa 4), studentii au demonstrat un grad mai mare de intelegere a semnificatiei
reactiilor redox dupa audierea prelegerii, intrucét varianta corecta ,,se oxideaza” a fost aleasa de
73% dintre studenti dupa prezentarea materialului didactic, comparativ cu 40% dinainte de
prelegere (Figura 5.2) [262]. Referitor la natura radicalilor liberi, datele arata ca studentii posedau
o intelegere relativ buna a conceptului de radicali liberi, acestia alegadnd variantd corectd — ,,0
specie reactiva” atat inainte de prelegere (80%), cat si dupa audierea acesteia (90%) (Figura 5.2)
[262].
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Conform Figurii 5.2, intrebarea 12, originea si cauzele formarii speciilor radicalice
reprezentau un subiect de confuzie pentru studenti inainte de audierea prelegerii, odata ce varianta
,fumul de tigara” nu a fost bifata de nimeni [262]. Totusi, dupa prezentarea materialului didactic
referitor la poluantii din aer care pot genera specii radicalice, 90% dintre studenti au ales varianta
,,ambele”, care este cea corectd. Imbucuratoare sunt raspunsurile tinerilor oferite la intrebarea 13
referitoare la preferintele individuale privind sursele de antioxidanti/vitamine pentru consum
[262]. Majoritatea studentilor, 75% pana la audierea prelegerii si 90% dupa prezentarea acesteia,
au pledat pentru consumul antioxidantilor din surse naturale. Varianta ,,aditivi” alimentari a fost
aleasa, initial, de 35%, iar dupa prelegere doar de 6.7% dintre studenti [262]. Aceasta schimbare
s-ar putea datora abordarii, in cadrul prelegerii, a subiectului caracterului prooxidant al
antioxidantilor dependent de concentratia si combinatia compusilor, precum si a beneficiului
efectului sinergic dintre antioxidanti [262]. Totusi, relativ multi studenti considera ca antioxidantii
consumati sub forma de pastile si suplimente alimentare sunt eficienti (40%), dupd cum indica
raspunsurile la intrebarea 14 din Figura 5.2. In acelasi timp, este promitator faptul ca dupa audierea
prelegerii 56.7% dintre studenti au bifat varianta ,nu”, adicd nu considera consumul
antioxidantilor sub forma de pastile a fi mai eficient, comparativ cu rezultatele dinaintea prelegerii,
cand doar 30% din studenti au ales raspunsul ,,nu” [262]. Multiple studii demonstreaza efectul
controversat al concentratiilor mari de antioxidanti din suplimentele alimentare [255], iar
enumerarea acestora si exemplificarea efectelor adverse si a riscurilor posibile a fost un exercitiu
eficient si educativ, dupa cum demonstreaza rezultatele din Figura 5.2 [262]. Similar intrebarii 14,
raspunsurile la intrebarea 15 — Care considerati ca este impactul consumului de suplimente
alimentare? (Anexa 4), demonstreaza schimbarea parerii tinerilor, care, initial, au ales raspunsul
»impact pozitiv”’ (65%), iar dupa audierea prelegerii, studentii au bifat atat varianta ,,impact
pozitiv”, cat si varianta ,,impact negativ” in proportii asemandtoare de 56% si, respectiv, 43%, fapt
care reflectd parerea studentilor, dar si adevarul privind caracterul antioxidant-prooxidant al
compusilor reducatori [262]. Pentru intrebarea 16 referitoare la efectul consumului unei
concentratii mari de un singur antioxidant, majoritatea studentilor au ales raspunsul ,,este periculos
pentru sanatate” atat inainte de prelegere (90%), cat si dupa audierea acesteia (95%) (Figura 5.2)
[262].

Rezultatele prezentate in Figurile 5.2 dovedesc eficienta prelegerii si a metodelor utilizate
pentru expunerea clard si convingatoare a materialului didactic [262]. Pe parcursul prezentarii
prelegerii au fost observate anumite instrumente si metode didactice la care studentii au prezentat
cel mai mare interes si au manifestat implicare deosebita. Spre exemplu, studentii au fost receptivi

la analiza studiilor de caz plasate strategic in prezentarea PPT, care se bazeaza pe exemple actuale
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si bine cunoscute de produse alimentare din comert si pe analiza si compararea nutrientilor,
aditivilor alimentari pe care le contin acestea, cu ulterioara exprimare a opiniilor referitor la efectul
pozitiv sau negativ pe care il pot avea acesti compusi asupra sanatatii oamenilor. Interes sporit din
partea tinerilor a fost remarcat la analiza schemelor de reactie si a mecanismelor de reactie dintre
antioxidanti si radicali liberi [262]. La acest subiect, la initiativa studentilor, s-a demarat o serie de
intrebari si raspunsuri, in special legate de actiunea antioxidanta a vitaminei C si a -carotenului.
Schemele date au fost analizate detaliat, studentii fiind atenti la modificarile structurale pe care le
sufera un antioxidant in reactia redox [262]. Datele statistice actuale si reprezentative Republicii
Moldova, de asemenea au trezit interesul studentilor, aici fiind enumerate datele privind
preferintele alimentare ale moldovenilor [268], cantitatea de fertilizanti si pesticide utilizate pe
teritoriul tarii [269] etc. Prezentarea multiplelor date experimentale obtinute de echipa de cercetare
din Laboratorul de Chimie Fizica si Cuantica din cadrul Institutului de Chimie al Universitatii de
Stat din Moldova, care sunt descrise in Capitolul 4 al acestei lucrari, a reprezentat o noutate pentru
tineri, subiectul dat generand discutii si pareri contradictorii intre studenti, care gestionate

corespunzator, au servit la familiarizarea si memorizarea conceptelor discutate [262].

5.3.  Integrarea conceptului de ecovaleologie in curriculumul disciplinei Chimie ecologica

Educarea tinerilor in scopul adoptarii conceptiilor valeologice si ecovaleologice poate fi
realizata la orice disciplind de studiu. Totusi, tratarea subiectului dat la disciplinele ce vizeaza
ecologia si protectia mediului faciliteaza aceasta sarcina, datorita similitudinilor dintre conceptele
de ecologie si ecovaleologie. Conform datelor citate de literatura de specialitate, metoda cea mai
eficientd de familiarizare a tinerilor cu notiunea de ecovaleologie este de a integra si include
continut teoretic si practic cu caracter valeologic in programul de studiu [94], recurgand la
metodele didactice cunoscute.

Ecovaleologia, ca directie stiintificd interdisciplinard, are ca scop studiu si cunoasterea
sanatatii umane, a modalitatilor de asigurare, formare si conservare a acesteia in conditii specifice
de viata [20, 21]. Prin urmare, crearea legaturii cauzale dintre: subiectele discutate la disciplina
Chimie ecologica, si anume riscurile pentru starea mediului, expunerea indivizilor la unii factori
si la unele conditii de risc, efectul acestora asupra sanatatii umane, reprezinta o metoda generala
si eficienta de integrare a conceptului de ecovaleologie. Spre exemplu, in cadrul prelegerii
intitulate ,,Chimia alimentara si asigurarea calitdtii produselor. Antioxidantii”, ce face parte din
cursului de Chimie ecologica elaborat de acad. Gh. Duca, au fost combinate subiectele ecologice

si ecovaleologice, fiind accentuata si exemplificata relatia dintre acestea [262].
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Obiectivele de baza ale prelegerii au fost (1) oferirea definitiilor si conceptelor de baza
privind nutrientii, antioxidantii, radicalii liberi, poluantii, (2) determinarea constituentilor de baza
ai alimentelor si importanta acestora, (3) stabilirea aportului nutritional al produselor alimentare,
(4) stabilirea surselor si cailor de poluare si contaminare a produselor, (5) analiza impactului
radicalilor liberi asupra starii si valabilitatii produselor alimentare si a rolului antioxidantilor din
alimente pentru mentinerea calitatii produselor, (6) analiza beneficiilor privind efectul sinergic
dintre antioxidanti.

In timpul prelegerii au fost prezentate scheme de reactii chimice, diagrame, imagini
reprezentative si utile subiectului discutat. Prelegerea a fost abordatd dintr-o perspectiva
preponderent chimica, fiind utilizate si puse in discutii multiple reactii chimice cu implicarea
nutrientilor, antioxidantilor, poluantilor, radicalilor liberi etc. Studentii au fost implicati in discutii
prin intermediul multiplelor studii de caz plasate strategic in prezentarea PPT, care ilustrau situatii
si exemple actuale si familiare studentilor.

Subiectul ecovaleologiei a fost tratat intr-un mod subtil, la fiecare subiect/obiectiv al
prelegerii, accentudndu-se importanta nutrientilor pentru mentinerea sanatatii, influenta negativa
asupra sanatatii a poluantilor si a radicalilor liberi generati de poluanti, efectul benefic sau nociv
al antioxidantilor dependent de concentratia acestora etc. Atentie deosebitd a fost oferita
interactiunilor dintre antioxidanti, subiect care a fost exemplificat prin expunerea rezultatelor
actuale raportate n literatura de specialitate si a datelor experimentale obtinute in Laboratorului
de Chimie Fizicd si Cuantica din cadrul Institutului de Chimie al Universitatii de Stat din Moldova,
care reprezinta Capitolul 4 al acestei lucrari.

O importanta deosebitd pentru integrarea conceptului de ecovaleologie in continutul
disciplinelor de invatamant si in continutul didactic al prelegerilor o are specificarea rolului
anumitor factori din mediul ambiant asupra sanatatii indivizilor, ex. rolul calitdtii produselor
alimentare, a apei, a aerului etc. [262]. Astfel, imbinarea subiectelor cu aspect ecologic cu cele
ecovaleologice a fost realizatd dupa principiul cauza — efect: identificarea problemei si enumerarea
riscurilor pentru starea de sanatate a oamenilor [262].

Unele subiecte cu aspect ecovaleologic discutate in cadrul prelegerii sunt:

- importanta si rolul nutrientilor pentru sdnatatea umana;

- aportul nutritional si caloric al produselor alimentare si influenta asupra sanatatii;

- impactul poludrii mediului asupra calitatii produselor alimentare si asupra sdnatatii
indivizilor:

- riscurile consumului de produse alimentare cu un continut ridicat de aditivi alimentari;

- maladiile si afectiunile produse de expunerea la diferiti poluanti din produsele alimentare;
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- stresul oxidativ si maladiile generate de radicalii liberi;

- efectul protectiv al antioxidantilor din produsele alimentare;

- caracterul antioxidant-prooxidant al compusilor dependent de concentratia si combinatia
acestora si cdile de afectare a sanatatii;

- pericolul pentru sdndtate a concentratiei mari de antioxidanti din sublimentele alimentare;

- beneficiul pentru organism a consumului de antioxidanti din surse naturale.

Spre exemplu, in cadrul prelegerii, dupa stabilirea faptului ca poluantii genereaza specii
radicalice, au fost enumerate tipurile de afectiuni care pot fi cauzate de o concentratiec mare de
radicali liberi Tn organism. Prin acesta, s-a facut legatura logica si fireasca dintre subiectul ecologic
(legat de poluanti) cu ecovaleologia (privind afectarea sanatatii). De asemenea, punandu-se in
discutie efectul pozitiv al antioxidantilor asupra sanatatii, s-a accentuat si mai bine aspectul
ecovaleologic si practic al prelegerii [262].

Strategiile didactice aplicate au provocat implicarea si receptivitatea studentilor in raport
cu materialul didactic prezentat, si au facilitat familiarizarea studentilor cu conceptul de
ecovalelologie. In mod special pot fi mentionate analiza studiilor de caz, analiza mecanismelor de
reactie a antioxidantilor, completarea chestionarului, sesiunea de intrebari, raspunsuri si discutii.
Literatura de specialitate mentioneaza si alte metode de integrare a conceptului de ecovaleologie
in disciplinele de invatamant: dezbateri, eseuri, lucrari practice, proiecte de cercetare, conferinte
sau alte evenimente stiintifico-didactice etc. [94]. De asemenea, conceptele de valeologia si
ecovaleologia pot fi predate la lectiile practice, prin efectuarea experimentelor de laborator la
disciplinele chimie, ecologie, biologie, biochimie etc. care pot fi corelate cu starea de sanatate a

omului.

5.4. Sinteza Capitolului 5

In premieri este argumentati relatia dintre conceptul de ecovaleologie si studiul
interactiunilor dintre antioxidanti. Consumul antioxidantilor influenteaza sanatatea individului
prin afectarea proceselor biochimice din mitrocondrii, care reprezinta indicatorii generali ai starii
de sanatate. Concentratia antioxidantilor este importanta pentru activitatea normald a aparatului
mitocondrial si a intregului organism, intrucat concentratii prea mici sau prea mari de antioxidanti
genereaza dezechilibre antioxidante — prooxidante si, ulterior, afectiuni la nivel de corp.
Ecovaleologia ca directie stiintifica interdiciplinara ce are ca subiect de studiu sdndtatea umana si
raspunsul organismului la factorii de mediu mereu in schimbare, este abilitata de a utiliza datele
din diverse domenii pentru formularea concluziilor si recomandarilor potrivite pentru mentinerea

sanatatii.
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Integrarea conceptului de ecovaleologie in continutul prelegerii ,,Chimia alimentara si
asigurarea calitatii produselor. Antioxidantii” din cadrul cursului de Chimie ecologica de la
Universitatea de Stat din Moldova a oferit o viziune noud asupra antioxidantilor si studiului
interactiunilor antioxidante. Prezentarea si argumentarea rezultatelor stiintifice obtinute in
Institutul de Chimie al Universitatii de Stat din Moldova au favorizat familiarizarea studentilor cu
subiectul interactiunilor antioxidante, caracterul prooxidant al compusilor, importanta
concentratiei antioxidantilor, mecanismul de reactie. Mentionarea avantajelor si riscurilor pentru
sandtate a consumului de antioxidanti, a concentratiei si combinatiei acestora a facilitat integrarea
principiilor ecovaleologice in continutul prelegerii.

Conform rezultatelor chestionarului elaborat, studentii demonstreaza o atitudine pozitiva
fatd de consumul de antioxidanti. Materialele didactice prezentate au consolidat cunostintele
privind sursele bogate in antioxidanti, reactiile redox, importanta consumului antioxidantilor,
cauzele formirii speciilor radicalice. In urma prelegerii cu caracter ecovaleologic, 90% dintre
studenti au pledat pentru consumul de antioxidanti din sursele naturale si doar 6.7% persoane au
ales varianta “aditivi alimentari”; 56.7% dintre studenti nu considera suplimentele alimentare mai
eficiente decat antioxidantii din surse naturale; 95% dintre tineri sunt de parerea ca consumul unei
concentratii mari de un singur antioxidant ,,este periculos pentru sanatate”, aceastd alegere
datorandu-se abordarii problemei caracterului prooxidant al antioxidantilor.

La subiectul formarii ecovaleologice a tinerilor specialisti a fost publicat un articol la

conferintd internationala in domeniul stiintei si educatiei.
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CONCLUZII GENERALE SI RECOMANDARI

Rezultatele originale obtinute in urma investigatiilor la subiectul interactiunilor

antioxidante dintre compusii naturali din struguri, tratat sub aspect ecovaleologic, permite

formularea urmatoarelor concluzii;

1.

Continutul de compusi fenolici si acizi organici in soiurile de strugurii autohtoni — Copceac,
Feteasca Neagra, Viorica, Riton, variazd considerabil in functie de stadiu de maturare: bacele
verzi, la parga si coapte. Rezultatele obtinute demonstreaza o dinamica fireasca a indicatorilor
fizico-chimici de baza, a continutului de acizi organici majoritari (max. 15 — 22 g/L in strugurii
verzi, min. 1 — 8 g/L in strugurii copti), de compusi fenolici (de la 3.94 g EAG/L in strugurii
verzi, pana la 2.05 g EAG/L in strugurii copti), proantocianidine (struguri verzi — 1 g ECat/L,
struguri copti — 0.39 g ECat/L) si antociani (struguri la parga — 411.23 mg EMalv/L, struguri
copti — 784.78 mg EMalv/L). Aceste variatii sunt dependente de perioada de maturare si de
soiul strugurilor, influentand semnificativ calitatea si proprietatile antioxidante ale acestora.
Au fost aplicate testele DPPH’, ABTS™, PRFe pentru determinarea activitatii antioxidante si
a fost stabilit ci activitatea antioxidanta a probelor de struguri din soiurile cercetate este in
concordanta cu variatiile continutului de compusi fenolici. Valorile cele mai mari de 2.19 g
EAA/L (metoda DPPH"), 8.11 g ETrolox/L (metoda ABTS™), 4.07 g EAA/L (metoda PRFe)
au fost inregistrate in probele de struguri verzi datoritd continutului mare de compusi fenolici
si proantocianidine in pulpa bacelor.

Au fost stabilite raporturile de concentratii optime pentru determinarea interactiunilor
antioxidante in amestecurile de compusi, similare celor din struguri, in termeni de combinatie
si concentratie. Astfel, Tn amestecurile cu acizii organici tartric sau citric, raporturile de
concentratie studiate variaza pentru fiecare compus — acidul ascorbic: 1 — 700, acidul galic: 1
— 2500, catehina: 1 — 1000, quercetina: 1 — 800, rutina: 1 — 900 si resveratrol: 1 —5000; iar in
amestecurile cu acidul dihidroxifumaric, in intervalul 0.05 — 10.

La concentratii mici de compus fenolic, in majoritatea probelor experimentale studiate au fost
inregistrate efecte antagoniste puternice (min. 0.28); marirea concentratiei compusului fenolic
se soldeaza cu efecte aditive (=1) sau sinergice (>1). Sporirea concentratiei acizilor tartric sau
citric nu afecteaza semnificativ tipul interactiunilor antioxidante, cu exceptia amestecurilor
formate din resveratrol — acid tartric sau citric. Contrar faptului dat, marirea concentratiei
acidului dihidroxifumaric afecteaza tipul interactiunilor antioxidante, favorizand manifestarea
efectelor sinergice in cazul combinatiilor cu acidul ascorbic (max. 1.17) si rutina (max. 1.07);

sporirea concentratiei de acid dihifroxifumaric in probele cu catehina, diminueazd efectele
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7.

sinergice si determind aparitia celor aditive si antagoniste (min. 0.89); in probele cu acid galic,
quercetind sau resveratrol, concentratia acidului dihidroxifumaric nu a produs variatii
semnificative ale tipului de interactiune antioxidanta.

Interactiunile antioxidante dintre compusii fenolici si acizii organici tartric si citric sunt
preponderent antagoniste (0.28 — 0.94), in special in probele cu quercetina si resveratrol. A
fost stabilit ca efectul antagonist este cauzat de prezenta concentratiilor mari de ioni de acizi
organici in mediul de reactie ce duce la inhibarea mecanismului SPLET de actiune a
compusilor fenolici. In amestecurile cu acid galic sau catehind au fost observate multiple
efecte aditive (0.95 — 1.04), iar probele formate din rutina si acidul tartric sau citric au
demonstrat puternice efecte sinergice de max. 1.27 si, respectiv, 1.29. Manifestarea efectul
sinergic in probele date poate fi provocata de procesele de oligomerizar a compusilor fenolici,
fenomen care se poate solda cu formarea structurilor cu capacitate antioxidanta sporita.
Datele obtinute In amestecurile formate dintr-un compus fenolic si acidul dihidroxifumaric
releva prezenta efectelor antioxidante sinergice, aditive si antagoniste. Amestecurile de acid
dihidroxifumaric si catehina sau rutina manifesta cel mai sporit efect sinergic de 1.08 si,
respectiv, 1.07, datoritd potentialelor reactii de oligomeriare a polifenolilor. Combinatia
quercetind — acid dihidroxifumaric demonstreaza, preponderent, interactiuni antioxidante
aditive in intervalul 0.95 — 0.99, iar amestecurile de acid galic — acid dihidroxifumaric si
resveratrol — acid dihidroxifumaric manifesta antagonism puternic, inregistrandu-se valori
minime de 0.43 si, respectiv, de 0.75.

In amestecurile dintre acidul ascorbic si acidul tartric, au fost stabilite efecte sinergice
moderate, valorile maxime fiind de 1.08; in cazul amestecurilor acid ascorbic — acid citric, a
fost observata predominarea efectelor aditive (0.95 — 1.04). Prezenta interactiunilor sinergice
si aditive se datoreaza concentratiei mari de ioni de acid tartric sau citric in reactie, care sustine
mecanismul HAT de actiune a acidului ascorbic.

A fost determinatd prezenta efectelor sinergice puternice dintre acidul ascorbic si
dihidroxifumaric prin adaptarea si aplicarea a patru metode spectrale de analiza — UV-Viz,
Stopped-Flow, RES si RMN. Datele obtinute la spectroscopia UV-Viz demonstreaza efecte
sinergice in intervalul 1.05 — 1.17, inregistrate la concentratiile maximale ale compusilor
testati; rezultatele investigatiilor la spectroscopia Stopped-Flow indica asupra maririi vitezei
de reactie (de 10 ori in cazul acidului dihidroxifumaric si de 2 ori in cazul acidului ascorbic)
si a activitatii antioxidante a acizilor analizati Tn matricea de vin comparativ cu rezultatele
obtinute in 98% etanol; spectroscopia RES a demonstrat existenta efectelor antioxidante

sinergice puternice (1.24) si moderate (0.9 — metoda FIC) intre acizii ascorbic si
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9.

10.

11.

dihidroxifumaric, fiind aplicate doua metode de calcul diferite; recurgand la spectroscopia
RMN, a fost stabilit ca interactiunea antioxidanta sinergica este favorizata de unele procese
de regenerare partiala dintre acizii ascorbic si dihidroxifumaric, ultimul avand capacitatea de
regenerare a acidului ascorbic.

Tn amestecul acid ascorbic — resveratrol exista efecte antioxidante antagoniste si sinergice
dependente de ordinea adaugarii compusilor in reactie. Efectul sinergic maximal de 1.19 este
obtinut atunci cind la solutia de DPPH" se adauga initial resveratrol, iar dupd consumarea
completd a stilbenului, se adauga acid ascorbic. Spectrele RMN au demonstrat ca acest
scenariu se soldeaza cu formarea trans-o-viniferinelor, care poseda activitate antioxidanta si
sporesc efectul sinergic al amestecului de compusi.

In mediu de solutie tampon fosfat, preparatul ENOXIL posedi activitate antioxidanta de 2 —
3 ori mai mare decat in apa. Adaugand acid ascorbic la solutia de ENOXIL, rezultatele
demonstreaza prezenta sinergismului In toate probele analizate. Activitatea antioxidanta totala
si amploarea efectului sinergic depind de ordinea adaugarii compusilor in reactie, astfel ca cel
mai mare efect sinergic — 1.19, a fost obtinut in proba in care initial interactioneaza preparatul
ENOXIL cu DPPH’, apoi se adauga acidul ascorbic.

Abordarea rezultatelor studiului interactiunilor antioxidante din perspectiva ecovaleologica
oferda o viziune noud asupra subiectului dat. Integrarea conceptului de ecovaleologie in
continutul prelegerii ,,Chimia alimentara si asigurarea calitdtii produselor. Antioxidantii” din
cadrul cursului de Chimie ecologica de la Universitatea de Stat din Moldova a permis
familiarizarea studentilor cu avantajele si riscurile pentru sdnatate a consumului
antioxidantilor, efectul concentratiei compusilor dati asupra sanatatii, a facilitat argumentarea
beneficiului consumului de antioxidanti din surse naturale, precum si orientarea studentilor
spre abordari sustenabile si in rezonanta cu dezvoltarea durabild a societatii. Chestionarul
elaborat a demonstrat ca prelegerea a avut impact pozitiv asupra interpretarii materialului
didactic si asupra formarii unor concluzii privind consumul antioxidantilor, impactului

concentratiei compusilor dati si importantei antioxidantilor pentru sanatate.

Recomandari practice

Se recomandad aplicarea rezultatelor stiintifice obtinute pentru imbunatatirea efectului
antioxidant si a eficientei produselor alimentare, cosmetologice, medicinale, farmacologice si
a procedeelor tehnologice existente.

Se recomandd introducerea in curriculumul cursului de Chimie ecologicd din cadrul
Universitdtii de Stat din Moldova a conceptului de ecovaleologie pentru formarea
deprinderilor sandtoase, ecologice si sustenabile in randul tinerilor.
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ANEXA 1. Dreptele de calibrare utilizate pentru determinarea continutului de

compusi fenolici si a activitatii antioxidante
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Figura Al.1. Dreapta de calibrarea a Figura Al.2. Dreapta de calibrarea a
reactivului Folin-Ciocalteu realizata cu reactivului DMACA realizati cu catehina
acidul galic (AG). R? = 0.9962 (Cat). R =0.9989
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Figura A1.3. Dreapta de calibrarea a Figura Al.4. Dreapta de calibrarea a
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Figura Al.5. Dreapta de calibrarea a metodei PRFe
in reactie cu acidul ascorbic (AA). R? = 0.9949
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ANEXA 2. Interactiuni antioxidante dintre compusii fenolici si acizi organici din

struguri

Tabelul Al.1. Interactiuni antioxidante dintre acidul ascorbic sau compusii fenolici in

combinatie cu diferite concentratii de AT, AC si DHF
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002 074 080 0.73 0.80 0.70 0.73 0.07 107 1.00 0.94
= 005 085 092 0.88 0.92 0.83 0.88 011 108 1.01 095
© 009 090 097 094 0.96 0.88 0.94 0.13 108 1.02 0.96
013 092 099 0.96 0.98 0.91 0.96 020 108 1.03 0.96
0.20 0.93 100 0.97 0.99 092 0.97 oKk el
0.27 093 1.01 0.98 1.00 092 096
0.005 0.75 0.69 0.64 0.79 0.73 0.68 002 043 059 0.64
001 087 084 0.84 091 087 081 003 050 0.58 0.64
0.03 096 097 1.00 1.00 0.98 0.96 006 059 0.63 0.69
g 0.07 100 1.00 1.04 1.03 1.03 0.96 009 075 0.78 0.82
0.10 1.02 1.01 1.04 1.01 1.01 1.02 012 080 0.87 0.90
015 1.04 1.01 1.02 0.98 097 0.99 015 0.80 0.86 0.87
020 1.05 1.01 1.01 090 091 0.92
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Continuare Tabel A1.1

0.005
0.01
0.03
0.06
0.09
0.12
0.18
0.25

Que

0.005
0.02
0.03
0.06
0.09
0.12
0.23
0.30

Rut

0.05
0.10
0.20
0.50
1.00
2.00
4.00

Res

0.62
0.76
0.82
0.87
0.89
0.91
0.94
0.97

0.34
0.58
0.73
0.88
1.22
1.23
0.90

0.78

0.98
0.94
0.91
0.88
0.87
0.85
0.83

**

0.51
0.61
0.69
0.76
0.80
0.83
0.88
0.92

0.44
0.62
0.74
0.92
1.26
1.27
0.88

0.77

0.91
0.96
1.00
1.00
0.97
0.91
0.85

**

0.50
0.64
0.72
0.78
0.81
0.84
0.88
0.93

0.45
0.60
0.70
0.89
1.19
1.19
0.82

0.73

0.63
0.75
0.84
0.89
0.90
0.88
0.86

**

0.48
0.62
0.71
0.79
0.82
0.86
0.89
0.94

0.32
0.65
0.66
0.83
1.16
1.29
0.95

0.85

0.68
0.69
0.69
0.71
0.73
0.77
0.81

**

0.42
0.59
0.68
0.75
0.79
0.83
0.88
0.94

0.40
0.57
0.70
0.84
1.14
1.29
0.89

0.80

0.77
0.82
0.86
0.89
0.88
0.86
0.84

**

0.39
0.56
0.66
0.74
0.79
0.82
0.88
0.93

0.28
0.57
0.70
0.82
1.10
1.22
0.86

0.78

0.57
0.71
0.82
0.87
0.85
0.79
0.74

**

0.01
0.02
0.04
0.07
0.09
0.13
0.18
0.20

0.01
0.03
0.05
0.08
0.11
0.16
0.21

0.30

0.03
0.06
0.11
0.23
0.34
0.45

0.87
0.88
0.91
0.93
0.95
0.97
0.99
0.99

1.04
1.05
1.05
1.05
1.05
1.05
1.05
1.05

0.82
0.82
0.82
0.82
0.83
0.85

**

0.81
0.82
0.84
0.87
0.88
0.92
0.95
0.97

0.96
0.97
0.99
1.01
1.03
1.04
1.06

1.07

0.77
0.76
0.76
0.75
0.76
0.77

**

0.77
0.78
0.81
0.85
0.88
0.92
0.97
0.99

0.86
0.96
1.04
1.07
1.08
1.06
1.03

0.98

0.90
0.89
0.86
0.82
0.79
0.77

**

Datele sunt prezentate ca media valorilor (n > 3). ** Diferenta semnificativa (p < 0.05) este
determinatd prin ANOVA.
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ANEXA 3. Act de implementare a activititii stiintifice in practica

Act

de implementare a activitatii stiintifice in practici

mun. Chisinau ,»14,, februarie 2024

Universitatea de Stat din Moldova
Facultatea de Chimie si Tehnologie chimica
Departamentul Chimie Industriala si Ecologici “Academician Gheorghe DUCA”

in persoana sefului de departament, dnei conf. univ., dr. Elena BUNDUCH], pe de o parte, si dna
Crina VICOL, candidat la titlul stiintific de doctor in stiinte chimice cu tema tezei “Interactiuni
antioxidante dintre unii compusi fenolici si acizi organici din Struguri — contributie la formarea
ecovaleologica a tinerilor specialisti”, specialitatea 145.01 Chimie ecologicd, pe de alta parte, au
intocmit prezentul act si mentioneazi ci rezultatele cercetirii au fost implementate la pregitirea
profesionald a studentilor de la programelor de studii de la ciclul Licentd, Tehnologia chimicd
industriala, Tehnologia produselor cosmetice si medicinale, Chimie, Chimie biofarmaceutica:
- disciplina de studii “Chimie ecologicd”, | unitate de continut (2 ore curs), tema: “Chimia
alimentar3 si asigurarea calitatii alimentelor. Antioxidantii”,
- disciplina de studii “Chimie ecologicd”, subiecte pentru testele de evaluare curenta si finala.

in corespundere cu cele mentionate mai sus, ambele parti au convenit ci departamentul
Chimie industriali si ecologici “ Academician Gheorghe DUCA” a implementat $i in continuare
va implementa, in scopul formarii profesionale a studentilor de la programele de studii ale

departamentului, rezultatele cercetirilor stiintifice obtinute in cadrul temei de cercetare.

Sef departament Chimie industriald $i ecologica 4@2‘@1;,% héorghe DUCA P

Conf. univ, dr. Elena BUNDUCH] Pk
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ANEXA 4. Chestionarul la subiectul prelegerii ,,Chimia alimentara si asigurarea

calitatii alimentelor. Antioxidantii”

CHESTIONAR

Chestionarul dat va fi utilizat pentru evaluarea cunostintelor generale ale studentilor asupra
antioxidantilor si importantei acestora pentru sandtatea umana.

1. Care considerati ca este impactul consumului regulat de vitamine/antioxidanti?

O pozitiv ‘ O negativ ‘ O Nu cunosc

2. Antioxidantii sunt obtinuti din produsele alimentare sau sunt produsi in organismul
uman?

O sunt obtinuti  din O sunt produsi In organismul O ambele variante sunt corecte

produsele alimente uman

3. Care dintre acestea este o substanta antioxidanta?

O vitamina C | o beta-carotenul O nici una

4. Cum mai este numita vitamina E?

o alfa-tocoferol | o beta-caroten | o acid folic

S. Care antioxidat se contine in cantititi mari in limaie?

O vitamina C ‘ O vitamina E ‘ O vitamina B

6. Care sunt alimentele consumate zilnic cu cel mai mare aport de antioxidanti?

O laptele si produsele lactate \ O fructe si legume \ o produsele de panificatie

7. Care din urmatoarele bautori au cel mai mare continut de antioxidanti?

O apa \ O suc de fructe proaspat stors \ O ceaiul

8. Care din urmatoarele produse alimentare nu contin antioxidanti?

O produsele de panificatie | o nucile si produsele de nuci | 0 ambele contin

9. Care considerati ca este cel mai bun mod de a consuma alimentele pentru a pastra cel
mai mare continut de antioxidanti?

O consumate crude \ O tratate la temperatura \ O tratate cu microunde

10.  Tntr-o reactie redox ce schimbiri suferi un antioxidant?

176



O se reduce | o se oxideazi O nu stiu

11. Ce este un radical liber?

O un nutrient necesar | O 0 specie reactiva ce provoaca | O nu stiu

organismelor vii daune

12. Care considerati ca sunt cauzele formarii radicalilor liberi in organism?

O radiatia solara ‘ 0 fumul de tigara ‘ 0 ambele

13. Preferati sa consumati vitamine/antioxidanti din surse naturale (fructe, legume,
condimente etc.) sau din comert (aditivi alimentari, vitamine comercializate in
farmacii)?

O surse naturale | o aditivi | o altele

14.  Este mai eficient de a consuma antioxidanti sub forma de pastile si suplimente
alimentare?

o da ‘ O nu ‘ O nu stiu

15.  Care considerati ca este impactul consumului de suplimente alimentare?

O pozitiv ‘ O negativ ‘ O nici unul

16. Care considerati ca este efectul consumului unei concentratii mari de un singur
antioxidant/vitamina?

O mentine sanatatea ‘ O este periculos pentru sdndtate | O nu stiu

17. Afirmatia: ,,Antioxidantii joaca un rol important in incetinirea procesului de imbardnire”
este adevarata sau falsa?

O adevarat | o fals | 0 nu stiu

18. Considerati ca este necesara studierea antioxidantilor si a influentei acestora asupra
starii de sanatate a omului?

o da O nu ‘ O nu stiu
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