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INFLUENCE OF TARTARIC ACID ON THE FREE RADICAL SCAVENGING ACTIVITY OF ASCORBIC ACID

Summary. Tartaric acid (AT) is an organic acid found in grapes and wines and known as a good preventive anti-
oxidant and a metal chelation agent, used to ameliorate the quality of grape products. To prevent the oxidation of the
coloring and organoleptic fractions of musts, juices and wines, ascorbic acid (AA) is also used in oenology. However,
less information is provided about the synergistic influence of AT on the free radical scavenging activity of common
antioxidants like AA. In this study, the contribution of different concentrations of tartaric acid on the antioxidant activity
of ascorbic acid (AA), tested through the DPPH assay, is presented. Three different mixtures of AA - AT showed a signifi-
cant synergistic effect of 1.20, 1.17 and 1.13. With the increase of AA concentration, the additive effect (1 and 0.99) was
noticed. One antagonistic combination was also found.
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Rezumat. Acidul tartric (AT) este un acid organic care se contine in struguri si vinuri si este cunoscut ca un eficient
antioxidant preventiv si un agent de chelare a ionilor de metale, intrebuintat pentru mentinerea siimbunatatirea calitatii
produselor din struguri. Pentru prevenirea oxiddrii fractiilor colorante si organoleptice ale musturilor, sucurilor si vinuri-
lor, in oenologie se utilizeaza si acidul ascorbic (AA). Cu toate acestea, exista putine informatii despre influenta sinergica
a AT asupra activitatii de anihilare a radicalilor liberi de c&tre antioxidantii primari precum AA. Tn acest studiu este prezen-
tata influenta acidului tartric asupra activitatii antioxidante a acidului ascorbic, testata prin metoda radicalului 2,2-Dife-
nil-1-picrilhidrazil (DPPH). Astfel, trei amestecuri diferite de AA-AT au prezentat un efect sinergic (ES) semnificativ de 1,20,
1,17 si 1,13. Odata cu cresterea concentratiei de AA, a fost observatd aparitia efectul aditiv (1 5i 0,99). De asemenea, a fost
gasita o combinatie cu efect antagonist.

Cuvinte-cheie: acid tartric, acid ascorbic, metoda DPPH, sinergie.

INTRODUCERE organoleptice ale vinului. Prezenta acidului tartric in
vinuri ar putea spori activitatea antioxidantd a acidu-
lui ascorbic prin regenerarea acestuia, si, respectiv, ar
diminua cantitatea necesard de SO, pentru reducerea
AA si pentru stabilizarea produselor oenologice. In
acest context, incercarea de a stabili prezenta efectului
sinergic dintre cei doi acizi organici capata interes sti-
intific si aplicativ.

Acizii organici sunt antioxidanti preventivi care
se contin in mod natural in regnul vegetal, in speci-
al in fructe si legume, fiind utilizati pe scara larga in
procesarea produselor alimentare datoritd eficientei
lor in conservarea produselor, in reglarea pH-ului si
datoritd capacititii de chelare a metalelor [6]. Atunci
cand sunt combinati cu antioxidanti primari precum
vitaminele, acizii organici pot determina aparitia unui
efect antioxidant sinergic, adicd a unui efect combinat
ce depéseste suma efectelor antioxidante individuale
aplicate separat [7; 8].

Antioxidantii sunt substante chimice care pot in-
fluenta reactiile de oxido-reducere in lant, prevenind
sau inhiband reactiile de oxidare [1]. Ca rezultat, are
loc formarea unor specii oxidate de antioxidanti, care
sunt de obicei mai putin activi decat radicalii liberi.
Astfel, anihiland speciile active prin donarea electro-
nilor proprii, antioxidantii sunt catalogati ca aditivi in
produsele alimentare, cosmetice si farmaceutice.

Acidul ascorbic, un valoros antioxidant, un bun
agent de anihilare a radicalului DPPH, cu o putere an-
tiradicalica egala cu 3,7 in metanol [2] si 4,7 in apa si
etanol [3], este folosit impreuna cu acidul sulfuros la
stabilizarea vinurilor [4; 5] in cantitdti de la 50 mg/L
pana la 150 mg/L [4]. Fiind un antioxidant reversibil,
acidul ascorbic, in absenta unui acceptor ireversibil
de oxigen, cum ar fi SO,, se poate transforma intr-o
forma oxidativa (acidul dehidroascorbic), provocind
oxidarea unor componente si inrautatind proprietatile
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Interactiunile sinergice dintre compusii naturali
sunt foarte interesante si pot avea mai multe avantaje
[1], ca de exemplu:

1. Eficacitate sporita, contribuind la imbunatitirea
calitatii si prelungirea termenului de valabilitate a ali-
mentelor;

2. Cantitate redusd de antioxidanti necesara, deci
un cost de productie mai mic;

3. Utilizare redusia sau inlocuirea totala a
antioxidantilor sintetici care au de obicei efecte nega-
tive asupra sanatatii;

4. Efectele sinergice pot asigura o distributie mai
completa a antioxidantilor in unele alimente.

Rolul acizilor organici in imbunatétirea activitatii
de anihilare a radicalilor liberi de citre sistemele antio-
xidante a fost evidentiat in numeroase articole. Rober-
to Lo Scalzo, in lucrarea sa [3], a demonstrat ca acizii
acetic, malic si citric nu au manifestat activitati antioxi-
dante cand au fost testati prin metoda DPPH", in timp
ce actiunea lor a fost semnificativd atunci cind au fost
utilizati in prezenta acidului ascorbic. Aceiasi acizi or-
ganici in combinatie cu compusul a-terpinen au sporit
activitatea antioxidantd a sistemului in raport cu radica-
lul DPPH, fapt care indicd prezenta unui efect sinergic,
combinatia cu acidul citric fiind cea mai eficienta [9].

Cercetarile asupra unui sir de acizi organici naturali
precum acidul oxalic, cis-aconitic, citric, piruvic, malic
si fumaric, care au fost identificati in rddécinile plan-
tei medicinale Brebenocului de Madagascar, au aratat
contributia lor la sporirea efectului antioxidant al ex-
tractelor din planta data [10]. Acidul trans-aconitic in
combinatie cu antioxidantii obisnuiti cum ar fi acidul
ascorbic, acidul galic, acidul cafeic si trolox a manifestat
o activitate antioxidanta crescuta asociatd cu efectele de
sinergie sau de aditivitate [11] gallic acid, caffeic acid,
trolox. Interactiunea dintre 2, 3 si 4 acizi organici diferiti
cu compusii fenolici, la concentratiile similare cu cele
din portocale, a generat un puternic efect sinergic [12].
Patru acizi organici principali identificati in pulpa de
mango (acidul clorogenic, galic, protocatechuic si vani-
lic), testati prin metoda DPPH, au demonstrat un efect
sinergic important atunci cand au fost combinati intre
ei [13]. Amestecurile dintre flavonele polimetoxilate
(FPM) din coji de portocale de Jinchen cu acizi organici
si aminoacizi au manifestat un efect antioxidant mai ri-
dicat decat activitatea flavonelor individuale [14].

Acidul tartric este principalul acid organic solubil
nefermentabil din struguri si principalul acid din vi-
nuri [4], avand o contributie semnificativa la reglarea
unor aspecte importante ce tin de calitatile organolep-
tice si potentialul de imbétranire a produselor vinicole.
Este prezent in struguri sub ambele forme: ca acid li-
ber si legat cu cationi de calciu si potasiu, concentratia
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sa variind de la 2-8 g/L in must si pand 1la 0,3 - 4 g /L
in vinuri [4]. Acidul tartric este utilizat pe larg la
procesarea alimentelor [15] datoritd capacitdtii spo-
rite de conservare si a posibilitatii de a lega metalele
de tranzitie [16]. Cu toate acestea, sunt insuficiente
informatii despre posibilele interactiuni ale AT cu ra-
dicalii liberi (ex. DPPH") si despre actiunea sinergicd a
acestui acid combinat cu vitamina C.

In prezenta lucrare sunt prezentate datele
experimentale referitoare la activitatea de eliminare a
radicalului DPPH de catre acidul ascorbic, influentat
de prezenta acidului tartric ca antioxidant preventiv.

MATERIALE SI METODE

Reactivi si solventi

Pentru realizarea partii experimentale au fost
utilizati urmatorii compusi chimici de puritate anali-
ticd (tabelul 1):

Tabelul 1
Reactivi si solventi
Reactivul Formula Formula de structura
chimica
Radicalul CH,,N.O,
DPPH @ 02N
2,2-Difenil- Y NO,
1-picrilhidrazil,
D9132, Aldrich O,N
Acidul . CH,O, H? H o
L - Ascorbic, HO. : 0
>99.0 % \/\5:\(
HO OH
Acidul L - (+) CH,O, OH O
Tartrlco, HO ~“OH
>99.5 % 0 C-)H
Etanol, C,H,OH ~ou
95,6 %

Masurari spectrofotometrice

Testarea capacitatii antioxidante a fost realizata cu
ajutorul unui spectrofotometru UV-Viz Lambda 25
(Perkin Elmer), setat in domeniul 500-550 nm, folo-
sind cuvete de cuart de 10 mm. Datele experimentale
au fost obtinute la temperatura camerei de 20 °C.

Metoda DPPH

Reactia de anihilare a radicalului DPPH [2; 17]
este pe larg cunoscuta ca o metoda usoara si accesibila
de evaluare a capacitatii antioxidante a extractelor din
plante, a produselor alimentare sau a compusilor chi-
mici individuali [18; 19]. Transferul atomului de H de
la un compus reducitor la radicalul liber DPPH" de-
termina o scadere a absorbantei la lungimea de unda
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517 nm, care poate fi urmarita cu un spectrofotometru
setat in regiunea vizibila.

Toate solutiile au fost proaspét preparate conform
datelor descrise de Scalzo [3] si Piang-Siong [12] gallic
acid, caffeic acid, trolox. Astfel, au fost pregatite trei
solutii etanolice de trei concentratii diferite de acid
ascorbic: AA (1,5 x 10° M), AA, (2,25 x 10° M) si
AA, (4,5 x10° M); doua solutii etanolice de concen-
tratii diferite de acid tartric: TA (6,7 x 10°M) si TA,
(2,23 x 102 M); si o solutie etanolica de 9,5 x 10°M
de DPPH". Volume egale de 1,5 mL de fiecare solutie
au fost amestecate impreund formand sase combinatii
diferite. Pentru probele formate din trei reactivi ada-
ugati dupa cum urmeaza: acid ascorbic, DPPH", acid
tartric, masuratorile au fost efectuate urmarind modi-
ficarile absorbantei la 517 nm. Prin aceeasi procedura
au fost efectuate mésuratorile pentru proba martor
preparatd din 1,5 mL DPPH" in 3 mL etanol.

Activitatea antioxidantd a fost exprimata in Inhi-
bitia in % (%I) si a fost calculata in functie de valorile
absorbantei [12]:

Ylnhibitie = 1 — (222) x 100

martor

(1)
unde A este absorbanta martorului si A, COTES-
punde absorbantei amestecului de antioxidanti, masu-
ratd la lungimea de unda de 517 nm, dupa 1 h de stat
la intuneric. Este important faptul ca valoarea pentru
%Inhibitie creste odata cu sporirea activitatii antioxi-
dante.

Efectul sinergic al amestecurilor s-a calculat in
functie de raportul dintre valoarea experimentald a

%Inhibitiei amestecului (%I __ ) si valoarea teoreticd

unde %I . .. corespunde capacitdtii antioxidante a
acidului ascorbic si %I, - a acidului tartric. %I
reprezintd Inhibitia in % manifestata de amestecul
format din ambii acizi.

Pentru a putea compara contributia (in procente)
acidului tartric la activitatea de eliminare a radicalilor
liberi de citre diferite concentratii de acid ascorbic, a
fost calculat castigul in activitatea antioxidanta surve-
nit la addugarea acidului tartric folosind formula [12]:

%Cé§tig — %lamestec=%lacid ascorbic X 100 (4)

0 . .
%lacid ascorbic

REZULTATE SI DISCUTII

Conform datelor raportate de Brand-Williams [2],
solutia alcoolica de acid ascorbic are valoarea stoichio-
metricd (EC50 x 2) = 0,54, respectiv, EC50 = 0,27, ex-
primata in (mol/L) AA/(mol/L) DPPH". Prin urmare,
o singura solutie de o concentratie anumita de DPPH"
si trei solutii de concentratii diferite de acid ascorbic,
mentionate anterior, au fost create astfel ca in final sa
fie obtinute trei raporturi molare AA/DPPH": 0,158,
0,237 51 0,474.

Concentratiile acidului tartric au fost stabilite in
concordanta cu concentratiile AT din struguri (2-8 g/L)
[4]. In mod aseminitor, concentratiile acidului ascor-
bic au fost stabilite in functie de cantitatea vitaminei
C care se intélneste in struguri - maxim 50 mg/L [4].
Astfel, raporturile molare AA ITA, utilizate in experi-
ment s-au aflat in limita valorilor 2,2 x 10%-2,0 x 1073.

Reactia dintre TA si radicalul DPPH, analizata
dupi 1h de stat la intuneric, nu a provocat schimbari
semnificative ale absorbantei, astfel %I (TA,) a fost de

0 i oo o i
(%] ) [125 20], gallic acid, caffeic acid, trolox: 1,8%. Solutia de o concentratie mai mare de acid tar-
ES :‘;/‘”mn_estec 2) tric (TA,) a manifestat o capacitate antioxidanta mai
Hlteoretic inaltd, avand %I = 4,3, totusi, nerelevanta comparativ
unde . . .
ol e U valorile %I calculate pentru acidul ascorbic carac-
Yolteoretic = Yolantioxidant + Yolacid - “"t“’x‘fggt acld  teristice pentru fiecare dintre cele trei concentratii:
(3) 31,2%, 48,9% si 95,9% (tabelul 2).
Tabelul 2
%Inhibitie pentru diverse concentratii de acid ascorbic in combinatie cu diferiti acizi organici
si %Castig calculat pentru amestecurile AA - AT
%Inhibitie %Castig
Martor *Acid acetic | *Acid citric AT AT AT AT
Conc. de AA ! : 1 2 1 2
(AA+DPPHs)| 6,7102M 2,23102 M 2,23102 M 6,7102 M 2,2310° M 6,710 M
A, 31,2 32,6 33,8 39,0 38,6 25 24
1,5 x10° M ’ ’ ’ ’ ’
AA, 48,9 52,2 51,6 58,3 46,6 19 0
2,25 x10° M ’ ’ ’ ’ ’
AA, 95,9 92,0 90,9 95,9 95,6 0 0
4,5%x10°M ’ ’ ’ ’ ’

*Rezultate experimentale descrise de Piang-Siong si col. [12] gallic acid, caffeic acid, trolox
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Tabelul 3
Efectul sinergic si %Inhibitie pentru amestecurile de acid ascorbic si acid tartric
AT, AT, ES
Concentratia de AA
%Iamestec %Iteoretic %Iamestec %Iteoretic TAI TAZ
A, 39,0 32,4 38,6 34,2 1,20 1,13
1,5x 10° M ’ ’ ’ ’ ’ ’
AR, 58,3 49,8 46,6 51,1 1,17 0,91
2,25x10° M ’ ’ ’ ’ ’ ’
AA
3 b b )1 1 b
45 % 105 M 95,9 96 95,6 96 0,99

Potrivit datelor prezentate in tabelul 2, ada-
ugarea acidului tartric s-a dovedit a avea o in-
fluentd deosebitd asupra reactiei dintre aci-
dul ascorbic si DPPH:, rezultind in sporirea
puterii antioxidante a amestecului. Astfel, pentru
solutia cu o concentratie mai mica de acid tartric -
TA, a fost observatd o crestere remarcabild a %I de
39% si 58,3%, care corespund combinatiilor cu con-
centratiile de acid ascorbic AA, si AA,. In cazul adi-
ugdrii solutiei TA,, o contributie pozitiva a %Inhibi-
tie - i de 38.6% a fost observata doar in amestecul cu
proba de acid ascorbic de 1,5 x 10 M. Celelalte doud
amestecuri au demonstrat o scadere a capacitatii an-
tioxidante la addugarea solutiei de acid tartric - AT,
astfel, %I fiind de 46,6% si, respectiv, 95,6% — valori
mai mici decat %I a probei martor.

Comparativ cu datele experimentale obtinute de
Piang-Siong si col. [12] gallic acid, caffeic acid, trolox
referitoare la efectul acizilor acetic si citric asupra re-
actiei dintre acidul ascorbic si radicalul DPPH, valoa-
rea %I depistatd pentru probele cu acid tartric s-a do-
vedit a fi mai mare, faptul dat accentuénd eficienta AT
ca sinergist pentru reactia dintre AA si DPPH".

Rezultatele corespunzatoare calculelor determi-
ndrii prezentei efectului sinergic (ES) pentru cele sase
probe sunt prezentate in tabelul 3. Raportand %I
la %I .. afost posibild calcularea valorilor ES si evi-
dentierea celor mai eficiente combinatii dintre AA si
AT. Este important faptul ca efectul sinergic se identifi-
ca doar atunci cand valoarea ES este mai mare decat 1.
Trei amestecuri reactante: AA, - AT, AA, - AT si
AA - AT, s-au dovedit a fi sinergice, avand valorile
ES de 1,20, 1,17 si, respectiv, 1,13. Pentru amestecurile
cu o concentratie mai mare de AA, valorile ES au inre-
gistrat o descrestere, exceptie fiind combinatia AA, -
AT care a demonstrat un puternic efect sinergic. Pen-
tru combinatiile AA, - AT, si AA, - AT, a fost inre-
gistrat doar un efect aditiv, avand valorile 1 si 0,99.
Un efect antagonist s-a observat in cazul amestecului
dintre AA, - AT, (0,91), pentru care WL, @ fost mai
mare decat %I

amestec”
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Cunoscand valorile pentru %I, a fost posibila
calcularea %Castig-ului in activitatea antioxidantd a
amestecurilor provocatd de adaugarea acidului tartric
(tabelul 2). Aceste date au fost utilizate pentru a de-
termina concentratiile eficiente de AT (2,23 x 10 M)
si de acid ascorbic, la care se produce cel mai mare
efect sinergic. Astfel, s-a constatat o dependentd direct
proportionald a valorilor %Castig-ului de concentra-
tia AA, intrucat cel mai mare castig, de 25 % si 24 %,
a fost inregistrat pentru valorile cu un continut de
1,5 x 10~ M al acidului ascorbic.

CONCLUZII

Studiul efectuat a relevat prezenta efectului siner-
gic pentru combinatia de acid tartric si acid ascorbic,
care are o semnificatie teoretica si practica pentru pro-
cesele de conservare si procesare a produselor alimen-
tare. Utilizarea metodei DPPH s-a dovedit a fi una po-
trivitd pentru demonstrarea influentei acidului tartric
asupra reactiei AA - DPPH". Cel mai mare efect siner-
gic a fost demonstrat de combinatiile AA - AT, AA -
AT si AA, - AT, avand valorile ES de 1,20, 1,17 si,
respectiv, 1,13. Pentru amestecurile cu o concentra-
tie mai mare a acidului ascorbic, a fost inregistrata o
scadere a efectului sinergic pana la un efect aditiv, cu
valorile 1 si 0,99, corespunzand amestecurilor cu un
continut de 4,5 x 10° M de AA. Combinatia AA, -
AT, a demonstrat un usor efect antagonist.
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