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Abstract: Activitatea antioxidantd totald in mostrele de COj-extracte a fost evaluatd prin metoda
spectrofotometrica indirecta DPPH si a doua metoda cu utilizarea radicalului ABTS. Ambele metode au
demonstrat ca COqy-extractul din germeni de grdu prezintd capacitatea antioxidantd cea mai sporitd, aceasta
constituind 576,15 ug/ml quercetina. Spre deosebire de prima metoda, in cazul doi cea mai mica capacitate
antioxidanta o poseda CO»-extractul din seminte de struguri fiind doar de 20,58 ug/ml quercetind.

Cuvinte cheie: activitate antioxidantd, metoda DPPH, trolox, quercetind, COy-extracte, substante azeotrope.

Introducere

Un interes deosebit in domeniul alimentatiei 1l reprezintd monitorizarea antioxidantilor, substante cu un
rol extrem de important in prevenirea unor maladii (cancer, boli cardiovasculare etc.) si In Incetinirea unor
procese degradative precum imbatranirea. in momentul de fati existd o varietate de metode utilizate in
monitorizarea activitatii antioxidante.

Activitatea antioxidantd totalda 1n mostrele de COjp-extracte a fost evaluatd prin metoda
spectrofotometrica indirecta care utilizeaza 2,2 - difenil - 1 - picrilhidrazil (DPPH) ca sistem de generare a
radicalului liber stabil DPPH si a doua metodd cu utilizarea radicalului ABTS (2,2 — azinobis — 3-
ethylbenzo — thiazoline-6-sulfonate).

Metoda de testare a capacitatii antiradicalice cu aplicarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolind-6-
acid sulfonic) este cunoscutd si utilizata pe larg pentru stabilirea activitatii antioxidante a substantelor
indiferent de natura lor. in baza metodei date se determina activitatea antioxidanti atit a substantelor pure,
cat si a complexelor antioxidante. In calitate de standard se foloseste acidul ascorbic, trolox, quercetini,
rutind si acidul galic.

1. Metode si materiale

1.1. Materiale

In calitate de obiecte de cercetare au fost luate extracte obtinute cu ajutorul CO, supercritic, dar si cu
CO; si etanol. Materiile prime utilizate pentru obtinerea extractelor liposolubile au fost srotul de miez de
nuca obtinut dupa presarea la rece (Rovazena SRL), seminte si pielitd de tomate (Orhei-Vit S.A.), seminte de
struguri si germeni de grau (Sano Vita, Romania).

1.2. Reactivi

Solutie metanolica DPPH (1,1 difenil-2-picril hidrazil), dimetil sulfoxid — DMSO,

Reagentul stock radical ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6- acid sulfonic), solutie tampon fosfat
salin - PBS (pH - 7,4), persulfat de potasiu (K,S,0-), H,O distilata.

1.3. Metode

Metoda DPPH. Radicalul DPPH" (1,1 difenil-2-picril hidrazil de culoare violeta), utilizat in calitate de
substrat, este redus prin aditionare de atomi de hidrogen cu obtinerea de 1,1 difenil-2-picril hidrazil de
culoare galbend. Concentratia radicalului DPPH™ in solutia de lucru, precum si durata reactiei sunt
individuale si se determina pentru fiecare caz in parte in dependentd de natura substantei antioxidante si a
solventului utilizat.
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Procedeul de determinare a capacitatii de captare (scavening) a radicalilor liberi (RL).

Sol. stock 2 mM DPPH in metanol: se dizolvda 8 mg DPPH in 10 ml metanol. Solutia de lucru se
pregateste in ex tempore: la 5 ml sol. stock se adauga 45 ml metanol. Se amesteca si se masoara absorbanta
la 515 — 520 nm (Ay), se incubeaza 30 min. la 25 °C (15-30 min.) si se mdsoara absorbanta la 520 nm, Az,

Micsorarea absorbantei solutiei de DPPH indica cresterea activitatii de captare a RL.

Reducerea valorilor extinctiei (% Inhibitie) a solutiei de DPPH se calculeaza conform ecuatiei:

% Inhibitie =(Apppr- Arroea)/Aoppr * 100% (1)

Activitatea antioxidantd se exprima ca ICsq definita ca concentratia de material testat necesara pentru
reducerea cu 50% a concentratiei initiale de DPPH (cauzeaza diminuarea cu 50% a concentratiei initiale de
DPPH).

Metoda de captare a radicalilor cu ABTS (2,2 — azinobis — 3- ethylbenzo — thiazoline-6-sulfonate)

Determinarea capacitatii antiradicalice cu utilizarea radicalului cation ABTS +.

Radicalul ABTS + este generat prin oxidarea ABTS (2,2 azinobis 3-etilbenzotiazolina-6- acid sulfonic)
cu persulfat de potasiu si este redus prin aditionare de atomi de hidrogen.

Se amesteca 10-20ul proba de cercetat (diluatd in metanol sau DMSO) cu 180-190 ul reagent de lucru
(volumul final - 200 pl) in godeurile microplacii. Se agita si se masoara Abs (Ap) la 734 nm. Se incubeaza 8
min. la temperatura de 25 °C si se méasoara absorbanta (Ag) la 734 nm.

Capacitatea de captare a radicalilor liberi se exprima prin valorile ICso (mg/l) care denotd concentratia
de proba luata in studiu, necesara pentru reducerea cu 50% a absorbantei solutiei de ABTS.

2. Rezultate si discutii

A fost trasatd curba de calibrare, datele obtinute fiind inregistrate la calculator si prelucrate in Excel
2007, astfel obtinandu-se atat curba, cit si ecuatia cu ajutorul careia s-a calculat concentratia de trolox sau
quercetind pg/ml proba. Valoarea coeficientului linear de corelatie din ecuatia obtinuta este de 0,998.
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Fig. 1. Curba de calibrare si ecuatia de regresie pentru determinarea capacititii antioxidante
raportata la trolox
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Fig. 2. Curba de calibrare si ecuatia de regresie pentru determinarea capacitatii antioxidante
raportat la quercetina

In urma prelucrarii datelor experimentale cu utilizarea programei Excel 2007, s-au obtinut doud ecuatii
de calcul a concentratiei de trolox si respectiv de quercetind (y) cu ajutorul carora s-a calculat capacitatea
antioxidantd a uleiurilor. Datele obtinute sunt prezentate in figura 3.
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Fig. 3. Capacitatea antioxidanta a CO,-extractelor si uleiurilor din materie
prima vegetald, pg/ml trolox

Conform datelor prezentate in figura 3, cea mai mare capacitate antioxidanta o poseda COp-extractul din
germeni de grau, aceasta constituind 7736,72 ug/ml trolox. De asemenea, capacitate antioxidanta sporita
prezintd si extractul obtinut cu azeotropi din deseuri de tomate si CO,-extractul din seminte de struguri,
valorile acestora fiind de 3144,67 si respectiv 2112,33 pg/ml trolox. Valori apropiate sunt in CO,-extractele
din srot de miez de nuca, valoarea extractului obtinut cu azeotropi constituind 1331,02, iar a CO,-extractului
din srot de nucd — 961,95, fiind apropiatd de cea a CO,-extractului din deseuri de tomate — 995,04 png/ml
trolox. Cele mai mici valori ale capacitatii antioxidante au fost determinate pentru CO,-extractul din seminte
de struguri obtinut cu azeotropi (fractia uleioasa — 151,24 si sedimentul — 304,88 pg/ml trolox). S-a constatat
ca dupi un an de pastrare, CO,-extractul din miez de nuca are capacitatea antioxidantd de 407,39 ug/ml
trolox.
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Fig. 4. Capacitatea antioxidanta a CO,-extractelor si uleiurilor din materie prima vegetala,
ug/ml quercetina

Conform fig. 4, se observa aceeasi dinamica a capacitatii antioxidante si pentru metoda ABTS, Tnsa
valorile acesteia fiind mai mici §i exprimate in pg/ml quercetina. Ca si in cazul metodei DPPH, prin aceasta
metoda de asemenea COj-extractul din germeni de grau prezinta capacitatea antioxidantd cea mai sporita,
aceasta constituind 576,15 pg/ml quercetina. Spre deosebire de prima metoda, in cazul doi cea mai mica
capacitate antioxidantd o poseda CO,-extractul din seminte de struguri fiind doar de 20,58 pug/ml quercetina.

Conform surselor bibliografice, valoarea capacitatii antioxidante depinde de continutul de substante
biologic active cu proprietdti antioxidante, deci ramane de cercetat in continuare dependenta si natura
substantelor care influenteaza capacitatea antioxidanta.

Concluzii

A fost determinatd capacitatea antioxidantd in mostrele de CO2-extracte prin metodele DPPH si ABTS,
stabilindu-se astfel cd capacitate antioxidanta sporita poseda CO2-extractul din germeni de griu, aceasta
constituind 7736,72 pg/ml trolox. De asemenea, capacitate antioxidantd sporitd prezinta si extractul cu
azeotropi din deseuri de tomate si CO2-extractul din seminte de struguri valorile acestora fiind de 3144,67 si
respectiv 2112,33 pg/ml trolox. Pentru CO2-extractul din miez de nuca cu azeotropi capacitatea antioxidanta
a constituit 1331,02, iar a CO2-extractului din srot de nuca — 961,95, fiind apropiatda de cea a CO2-
extractului din deseuri de tomate — 995,04 pg/ml trolox.
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