ANTIOXIDANTI NATURALI CA ADITIVI ALIMENTARI
(acid ascorbic, E200)

Antioxidantii sunt substante ce se opun oxidarii sau inhiba reactiile initiate de oxigen sau
peroxizi, multe din aceste substante (cum sunt tocoferolii) fiind folosite drept conservanti in
diferite produse (grasimi, produse alimentare, sapunuri). In industria chimica, antioxidantii se
referd de obicei la compusi ce intarzie autooxidarea unui produs chimic. Autooxidarea este
cauzata in primul rind de reactiile dintre oxigen si substrat. In general, produsele naturale pot
servi ca surse de antioxidanti naturali.

Efectele globale ale antioxidantilor naturali depind de absorbtia hidrogenului fenolic in
reactiile radicalice, de stabilitatea radicalului antioxidant natural format in timpul reactiilor
radicalice si de substituentii prezenti in structura. Acestia sunt probabil contributia cea mai
semnificativd a capacitatii antioxidantilor naturali de a participa la controlul reactiilor
radicalice.

Este important sa se cunoasca capacitatea antioxidanta si constituientii produselor alimentare
pe care le consumam. Datoritd complexitdtii compozitiei alimentelor, separarea fiecarui
antioxidant si studierea lui individuala este costisitoare si ineficientd, in ciuda interactiunilor
intre compusii antioxidanti dintr-un amestec alimentar.

Importanta confinutului de antioxidanti in alimente este foarte bine apreciata atat pentru
conservarea alimentelor cat si pentru mentinerea antioxidantilor in vivo. Prin dezvoltarea
experimentald, clinica si epidemiologica se pot demonstra efectele benefice ale antioxidantilor
impotriva oxidarii degenerescente, bolilor datorate varstei, cancerului; impotanta si rolul
antioxidangilor a primit o atentie deosebita.

Suntem protejati Tmpotriva fortelor oxidative cu ajutorul unor diversi antioxidanti care au
diferite functii. Cativa sunt enzime §i proteine si altii sunt mici molecule antioxidante.
Alimentele sunt considerate surse esentiale de antioxidanti.

Dintre numerosii antioxidanti sintetici care au fost dezvoltati, cativa dintre ei au fost folositi in
practica, ca de exemplu, aditivi alimentari, suplimente si medicamente. Compusii fenolici
cum ar fi vitamina E si flavonoidele sunt antioxidanti tipici. Numerosi compusi fenolici au
fost deasemenea sintetizati. Ca atare, antioxidantii naturali sunt acceptati inaintea celor
sintetici.

Autooxidarea, initiatd de un compus azo si actiunea inhibitorilor sai include urmatorii pasi
elementari (se considera un antioxidant, doi radicali si oxigenul in exces, unde
AH=antioxidant, LH=substrat, R,N>,=compus azo):



Initiere:

RoN2 — 2R + N> (1)
R- + 0,—~ROO:- ()
ROO- + LH>ROOH+L- (3)
Propagare:
L + 0,—LOO- (4)
LOO- + LH—LOOH+L- (5)
Inhibitie:
LOO: +AH—LOOH+A- (6)
Incheiere:
A- + (n-1)LOO- — produs (7)
LOO- + LOO- — produs (8)

Viteza de formare a peroxidului inhibat (Rinn) si cel neinhibat ( Rneinn) Sunt exprimate prin
urmatoarele ecuatii:

Runinh ={ka/2ks)*}[LH]R;"2 9
Rinn= {ks [LH]Ri}/nks[AH] (10)

unde ks, ke, ks reprezinta constantele de viteza pentru propagare, inhibitie si incheiere. Un
radical care rupe catena ar trebui sa reactioneze mai repede cu radicalii (ke > k3),pe cand un
radical antioxidant (A-) nu reactioneaza sau reactioneaza mai incet cu LH.

Determinarea activitatii antioxidante cu DPPH. DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) este unul
dintre radicalii organici cu azot cei mai stabili §i disponibili comercial si are o absorbtie
maxima Th UV-VIS la 517 nm. In momentul reducerii solutia se decoloreaza, iar inaintarea
rectiei este monitorizatd spectrofotometric. In acest mod se poate evalua capacitatea
antioxidanta a unui sistem.

N—N NO,

DPPH



Obiectiv

Evaluarea activitatii antioxidante a unui aditiv natural (acid ascorbic, vitamina C, E200)
utilizdnd metoda cu DPPH si determinarea vitezei de reactie a antioxidantului cu DPPH.

Mod de lucru

Determinarea activitatii antioxidante se va face pentru solutii apoase de acid ascorbic
(vitamina C) de concentratii 1, 0.1, 0.01 si 0.001mM, fata de o solutie martor ce nu confine
aditiv.

Analiza spectrofotometrica

In cazul acestor solutii, analiza activititii antioxidante se realizeazi cu ajutorul unui
spectrofotometru CamSpec M501, iar datele obtinute au se prelucreaza cu ajutorul
programului Analyst ver. 4.67, Camspec Ltd. Activitatea antioxidanta se determina astfel: in
cuva pentru proba se introduc 2 ml EtOH 96% si 0.5 ml solutie de vitamina C, apoi 0.5 ml
solutie DPPH ImM si se incepe inregistrarea. Amestecul de reactie contine etanol, DPPH
ImM si probele de testat. Dupa amestecare, se inregistreaza absorbanta la 517 nm. Solutia se
decoloreaza in timp pe masura ce DPPH reactioneaza cu radicalii liberi din sistem, iar
inaintarea reactiei este monitorizatd spectrofotometric. Toate citirile se fac fata de EtOH 96%
ca referinta.

Calculul activitatii antioxidante
Activitatile antioxidante ale probelor se evalueaza din curbele de dependenta a absorbantei

relative (A%) ca raport dintre absorbanta la timpul t si absorbanta initiald (t = 0)
(corespunzatoare solutiei martor):

A%(t) = Lm(t) .100
A317nm (t=0)

Cu cat A% este mai mica, activitatea antioxidanta a probei studiate este mai mare.

Evaluarea vitezei de reactie

Evaluarea vitezelor de reactic a DPPH-ului in prezenta probelor studiate necesita obtinerea
unei curbe de etalonare Absorbanta (517 nm) = f (concentratie, mM) (figura 1).
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Figura 1. Spectrele UV-VIS pentru solutiile etalon de DPPH si curba de etalonare Abs = f (¢, mM)

Pe baza acestor variatii ale absorbantelor solutiilor de DPPH 1in prezenta probelor de vitamina
C in timp, respectiv a curbei de etalonare a DPPH Abs(517nm) = f (conc., mM) se poate
determina variatia concentratiei de DPPH in timp, respectiv se pot evalua vitezele medii de
reactie ale DPPH pe portiunile pseudoliniare ale curbelor concentratie (uM) = f (timp, s),
conform relatiei:

dCpppy
= ——DPPH ()
el CLL

unde: v - viteza medie de reactic a DPPH (uM/s);
dcpppr/dt — derivata de ordinul intdi a concentratiei de DPPH Tn timp.

Din ecuatia dreptei: c(xM)=a—Db-t(s), rezultd dc/dt = -b, deci viteza medie pe portiunea
pseudoliniara a curbei va fi chiar panta cu semn schimbat a ecuatiei dreptei de mai sus.



