»
COPM(C?EQDIan!ﬂU 2 .; } °
®

Finantam viitorul
.

*

R Cofinantat de
o0y Uniunea Europeana

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura

europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve

Cod SMIS 2021+ 309287 "
METRO@DEOOD-R() I
EVOLVE

BELC NASTASIA

IM3.6 - Raport experimental de obtinere
a celui de-al doilea ingredient alimentar
(final)

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOQOD-

RO in infrastructura europeana de cercetare
METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve

309287
Integrarea rezultatelor experimentale privind
obtinerea, caracterizarea si valorificarea celui de-al
doilea ingredient alimentar
A3.2. Exercitiu de bioeconomie circulara
R . Universitatea de Stiintele Vietii ,,Regele Mihai I" din
esponsabil .
Timisoara - P3
Perioada raportata Mai 2025 - lulie 2026
lulie 2026

Termen de predare
R4-Doua ingrediente obtinute prin bioeconomie
circulara si doua produse alimentare

Rezultat asociat
August 2026
Aprobare de catre Comitetul de conducere
Document postat pe website-ul METROFOOD-RO

Titlu proiect

Cod SMIS 2021+

Descriere raport

Subactivitate

Termen finalizare
Criteriu de validare
Dovezi care probeaza
indeplinirea criteriilor

- \L/7
£ D .‘0 o“ N
B =
l wmoe o
2000 IN.CD.T.LM.

eeeeeeeee



RN Cofinantat de

oCIDIE
= Uniunea Europeana e

Conectam op ’ .2 °
: 50

..............

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Cuprins
1. Structura parteneriatului pentru realizarea IM3.6......cccviiiiiiniiiiiiiitiiiiiineniceennnnss 5
2. Metodologia de lucru si cadrul institutional al cercetarii........ccccocvviiiiiiiiiiiininnnnn. 6
2.1. Stabilirea metodologiei de lucru in cadrul activitatii A3.2. ......cccceveiiniiniininnn.. 6
2.2. Aprobarea raportului de identificare a subproduselor din industria alimentara..... 6
3. Fundamente teoretice: polifenolii din subprodusele vitivinicole........c.c.ccccviiiinnann. 9
3.1. Polifenolii: clasificare si proprietati........ccccveiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinin. 9
3.2. Metode de extractie a compusilor bioactivi din tescovina de struguri................ 15
3.2.1. Factorii care influenteaza extractia polifenolilor din tescovina de struguri........ 15
3.2.2. Tehnologii de extractie utilizate pentru maximizarea concentratiei de polifenoli
din teSCOVINA A SEIUGUII .. uueieiiiitttteiii e eeiieteeeieeeeeenneeereeanneeeseennneeseeanneees 17
3.2.3. Metode de caracterizare si analiza a polifenolilor............ccoeevieiiiiiiiiiininen. 22
3.2.4. Aplicatiile compusilor polifenolici extrasi din tescovina de struguri................. 29
4. Obtinerea si caracterizarea tescovinei din struguri pentru valorificare ca ingredient
(o) ToT- Tt i AV =1 10 1 = 3 - o 32
4.1. Materia prima si tehnologia de cultura .........ccoceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiinene. 32
4.2. Tehnologia de PrelUuCrare....cciiieeeeeeeeeeeeeeeeeeeeerrnnesessssscecccccecsssssssssssnsssnes 32
4.3. Caracterizarea tescovinei de StrUGUIi.....c.ccceeiiiiiiiiiiineeeeeeeeeeeeeeeeeeesnnnnssansaees 34
4.3.1. Optimizarea procesului de uscare a teSCOVINEI...coueiiriiirierieiineereeennneeenannns 35
4.3.2. Metode de analiza......ovuiiieiiiniiiii i e e e e e e r e 38
4.3.3. Rezultate si disCUtii....cooeiveiiiiiiiiiiiiiiiii 38
4.3.4. Profilul compusilor bioactivi din tescovina de struguri..........c..coveevviiiiniinnnn.. 41
5. Obtinerea extractului din faina de tescovina prin extractie asistata de microunde.....43
o Tt Y ol o PPN 43
5.2. Materiale $i metode.......cceiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiicrr e 44
5.2.1. Materialul vegetal....oovieiiiiiiiiii i e e eee e e e eaaaae 44
5.2.2. Solvent de exXtractie .........coiiuiiiiiiiiiiiiiii 44
5.2.3. Stabilirea conditiilor experimentale ..............coooiiiiiiiiiiiiiiiii 44
5.2.4. Procedura de extracti€.........cooeiuiiniiiiiiiiiiiiiiiiii 47
6. Protocoale de autenticitate pentru tescovina de struguri .......cccceviieeiiiiiinnniceiinnnns 52
6.1. Amprentarea elementala a tescovinei de struguri ........ccceeeiiiiiiiiieieiineennnnnn. 52
6.2. Amprentare izotopica a tescovinei de struguri ........cccceiiiieiiiiiiiiiieiiiiereinneenns 54
6.2.1. Prepararea probelor pentru determinarea amprentelor izotopice *C si "N........ 55
6.2.2. Determinarea amprentelor iZOtOPICe «.vvuuviiiiiiiiiiiii i eeeei e eeaeees 55
6.2.3. Rezultate experimentale......covieiiiiiiiiiiiiiiiii i eei e eeeeeeeeeeanneees 56
7. Analiza bioinformatica a compusilor biologic activi din tescovina..........ccccevuvininnnns 58

7.1. Caracteristicile fizico-chimice ce prezinta interes pentru profilul farmacologic ...59
8. Determinari privind fezabilitatea utilizarii tescovinei de struguri ca materie prima

pentru dezvoltarea produselor alimentare functionale si sustenabile......................... 74
T T 14 0T ¥ o= = 74
8.2. Materiale $i metode.......cciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiir e 77

8.2.1. Procedura de extractie pentru evaluarea continutului de polifenoli totali si
determinarea activitatii antioxidante prin metoda DPPH..........c.c.cooiviiiiiiiiiininn.. 77
8.2.2. Determinarea continutului de polifenoli totali............ccoooviiiiiiiiiiii. 78
8.2.3. Determinarea activitatii antioxidante prin metoda DPPH ............c.cccovuininene. 79
8.2.4. Determinarea umiditatii ........ooeveiniiiiiiiiiiii e 80
2

UNIVERSITAS

l@ %, [noe A

zzzzzzzzz 2000 IN.CD.TIM.

GALATIENSIS




RN Cofinantat de

oCIDIE
= Uniunea Europeana e

Conectam op ’ .2 °
: 50

..............

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

8.2.5. Determinarea continutului de proteine totale ............ccoocvviiiiiiiiiiiiii. 80
8.2.6. Determinarea continutului de grasimi ..........cccocveviiiiiiiiiiiiiiiiininiin, 81
8.2.7. Determinarea continutului de CeNUSA.........ccvuviiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiieieeeenae, 82
8.2.8. Determinarea continutului de zahar ............cccoviviiiiiiiiiiiiiiiiiinina 83
T T 1= 7 40 ]| 7 = 84
8.3.1. Determinarea continutului de polifenoli totali (TPC) in probele analizate......... 84
8.3.2. Evaluarea activitatii antioxidante DPPH in probele analizate................c.c....... 85

8.3.3. Evaluarea caracteristicilor fizico-chimice din probele de tescovina de struguri... 85
8.4. Caracterizarea fitochimica, elementala si toxicologica a tescovinei de struguri in

vederea selectiei ca ingredient alimentar functional..........ccccevieiiiiiiiiiiiiiiiiinnnn.. 86
8.4.1. Material biolOGiC. ..uuueieeiiiiiieii i eeiii e eei e eeeeeereeenneeeeeennneeseeanneens 87
8.4.2. Metode de analiza.....couiiiuiiitiiit i i e e e e e e e 88

8.5. Analiza microbiologica a fainii de tesCoOViNA......ccceiiieiiiiiiieiieiiineeeeeennnneeennns 103
8.5.1. Metode de analiza.....cceviiuiiiiiiiii i teeiieeeeereeeeeaneeeeaaneeaaaannaas 103
8.5.2. Rezultate si disSCUlii.....coeiieiiiiiiiiiiii 105

8.6. Evaluarea incarcaturii microbiene a pulberilor vegetale prin metode standard

adaptate, cu raportarea la criteriile Ordinului nr. 27/2011.....ciiiiiiiiiiiiiinniicennnes 106
8.6.1. Metode standard de numarare microbiana........coevveiiiiiiiiiiiineiieenieenneenns 106

8.7. Evaluarea potentialului prebiotic al pulberii de tescovina (P2) .........cccceueeneen.. 109
8.7.1. Materiale simetode........ccvviiiiiiiiiiiiiiiii 109

9. Instrumente biotehnologice de modulare a functionalitatii subproduselor si
ingredientelor ObtinUEe .....ccviiiiiiiiiiiiiiiiirrr e 113

9.1. Functionalitatea subproduselor rezultate de la prelucrarea strugurilor ........... 113

9.2. Efectul fermentatiei lactice asupra functionalitatii subproduselor rezultate de la

Prelucrar@a StrUGUIIIOr .. ..cvviiieieeeeteteeeeeeeerrrnennenesesceececcccccsssssnsssssnnsssccccaces 115

9.3. Influenta suplimentarii cu subproduse rezultate de la prelucrarea strugurilor

asupra activitatii fermentative a bacteriilor lactice .........cccociviiiiiiiniiiiiiiiiiiiin. 118

9.4. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate de la prelucrarea

strugurilor asupra activitatii antioxidante ..........c.ccceviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii 120

9.5. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate de la prelucrarea

strugurilor asupra fenomenului de SINEreza........c.cccoiveeiiiiiiieeeeiiieeeeeeensneeecennnnes 122

9.6. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate la prelucrarea strugurilor

asupra proprietatilor reologiCe......ccvevveiiiiieiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiniiirerereeeeas 123

10. Studiu privind eliberarea aparenta a compusilor fenolici din tescovina de struguri in
timpul digestiel iN VItrO ..vvviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiteeeeeeeerrennnnesessseccccccccccssssnsnssssnsans 126

10.1. Material $i Metoda.....cooviuiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiitieteenesnecnenns 126
10.1.1. Digestia gastrointestinala simulata in Vitro.........ccoeveiiiiiiiiiiiiinienennn.. 126
10.1.2. Determinarea polifenolilor totali (metoda Folin-Ciocalteu) ..........cccenneee... 127
10.1.3. Determinarea capacitatii antioxidante totale...........cooiiiiiiiiiiiiiiiiinnnnnn.. 127

10.2. REZUIALE «oiiiriiiiiiiiiniiiiiiiieteiintestsetsssetosesssssssssssssosssssssassssnssssnssssnns 128
10.2.1. Continutul de polifenoli totali............coooviiiiiiiiiiii 128
10.2.2. Capacitatea antioxidanta totald.........cooeviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiei e eeeaanen 130

11. Optimizarea proceselor de obtinere extracte polifenolice si ridicare la scara cu
valorificarea reziduurilor.....cccoiveiiiieiiiiiiiiiieiiiiniiiiniiiieiessetessaressssscsssscsnssssnnses 134

I P PR [0 oY [T o= o 134

11.2. Material biologiC ..cvviiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeeerrrnnnnssssscececcccccecssssssssssannnes 134

11.3. Metode de aNAliza .....cceiveiiiniiiniiieiineiineiinieiniesaioserossonsssnsssnsssasosnsonnses 135

11.4. Rezultate si discutii ....ccvvviiiniiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirrrrrr e 137

UNIVERSITAS

l@ wjmoe A

LY
zzzzzzzzz 2000 IN.CD.TIM.

GALATIENSIS




RALA Cofinantat de »CIDIE | 1
* * . o Conectam oportunitati °
U Uniunea Europeana Q% 0 e T e

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

11.5. Obtinerea prin ridicare la scara si caracterizarea extractelor de tescovina rosie

din soiul Cabernet SAUVIGNON ......ccceeeeeeeeeeeeeeeeeeeerernnsnscnssssccecccccccssssssnsssssnnes 142
11.5.1. Stabilirea parametrilor de lUCIU....c.c.vveiiiiiiiiiii i ceeeineeeeeaneaens 142
11.5.2. Evaluarea procesului de extractie la scara marita ...........oeeeveveviininininenn. 144
11.5.3. Bilantul material al procesului de extractie la 300ml.................cooiiiinnie. 146

11.6. Valorificarea tescovinei reziduale .........ccceciiiiiiiiiniiiiniiiieiiiiniiiieioinncnnns 147

I R o o e L4 | 150

12. Extractia compusilor polifenolici din tescovina prin percolare asistata de ultrasunete
si valorificarea acestora in formularea de biopesticide ........c..cccevieiiiiiiiiiiiiiiiennaen, 151

12.1. Oportunitatea valorificarii tescovinei in contextul economiei circulare si al

=Tl (el ] L 0] A 1 =) o - o) 1 U 151

(3 051 [=Tetn A= T=) o 1] o - | PR 151

12.3. Directii strategice si obiective specifice......cccceevviiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiieiann, 152
12.3.1. Optimizarea procesului de extractie prin percolare asistata de ultrasunete ... 152
12.3.2. Caracterizarea fitochimica si profilarea bioactiva ...........coceveviviiiinininn. 152
12.3.3. Evaluarea potentialului dual: bioprotectie si biostimulare ........................ 152
12.3.4. Evaluarea impactulUi......ceeeeeeeiiiiieeiiiiiiieeiieeeeeneeeeeeennneeeeennneeens 153

12.4. Profilul fitochimic al tescovinei asociat potentialul biopesticid al compusilor

(3707 01 7=] Vo] | Lot 1 PP 153

12.5. Proprietatile biostimulatoare si biofertilizante ale extractelor polifenolice din

LYoo V4 | - T 155
12.5.1. Mecanisme de biostimulare si inducerea rezilientei .....................oooine. 156
12.5.2. Biofertilizarea si dinamica nutrientilor in rizosfera................cccvveieennen. 156

12.6. Materiale si Metoda ......cvuiiiuiiiniiieiiieiiieiiiiinieiaioseionstonsssnsssnsosnsosssonnses 156
12.6.1. Pregatirea materiel Prime.....cciiiiiiiiiiiiiiii e ei e e e e aaes 157
12.6.2. Instalatia Experimentala de Percolare Asistata de Ultrasunete (UAE) ........... 157

12.7. Evaluarea activitatii pesticide si a spectrului de actiune ..........cccoeevneinennnn. 163

12.8. Formularea biopesticidului si biofertilizantului...........cccoiieiiiiiiiiiiiiiinia. 164

12.9. Sinteza analitica a stadiului actual al cercetarii in valorificarea tescovinei...... 165

12.10. Impact si aplicabilitate.......ccciiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiirr e 167

172000 I 0 o T ¥4 1 168

13. Identificarea subproduselor din viticultura si vinificatie in contextul bioeconomiei
Lo o U] - T = 169

13.1. Perspective asupra bio@CONOMII ....vveeieeiieiiiiiiiinneeeeeeeeeeecececeossssnnnnannnes 169

13.2. Stabilirea potentialului metanogen al deseurilor organice..............c.ccccueeneee. 173
13.2.1. Prelevarea de probe si analiza acestora ............coceviiiiiiiiiiiiiiiiinin., 173
13.2.2. Rezultate $i disSCUtii .....ovviiiiiiiiiiiiii 175

L TR o Vet ¥4 | 179
15. Echipa de experti care a participat la elaborarea documentului..........ccccceuveneen.. 181
16. BibliOgrafie .uuuueeeiiiiiiiiiiiiiinnneneeeeeeeeeeeeeerersnnnnnssssssesccccccccesssssssssssssssscccces 190

4

UNIVERSITAS

GALATIENSIS




M Cofinantat de

;P 5 PoCIDIE | iy
LA Uniunea Europeana @ ©X3% 0 e |
Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287
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2. Metodologia de lucru si cadrul institutional al cercetarii

2.1. Stabilirea metodologiei de lucru in cadrul activitatii A3.2.

Activitatile desfasurate in aceasta faza contribuie la realizarea 0S3 -
Consolidarea pozitionarii METROFOOD-RO in comunitatea stiintifica la nivel national,
METROFOOD-RI si european, ca facilitate de cercetare orientata catre actorii sistemului
alimentar si este implementat prin intermediul activitatii de baza A3 - Promovarea
economiei circulare, prin dezvoltarea de solutii sustenabile pentru reducerea risipei
alimentare, avand ca scop principal dezvoltarea a doua ingrediente inovatoare obtinute
prin bioeconomie circulara si a doua produse alimentare sustenabile.

Activitatea A3.2 - Exercitiu de bioeconomie circulara este coordonata de USV
Timisoara. Obiectivul specific al subactivitatii A3.2 este “Fundamentarea Strategiei de
Selectie a Subproduselor si Etapele Dezvoltarii Ingredientelor”.

2.2. Aprobarea raportului de identificare a subproduselor din industria alimentara

Workshop-ul intitulat ,,Aprobarea raportului de identificare a subproduselor din
industria alimentara”, orgam’zat in cadrul proiectului METROFOOD-RO EVOLVE,
reprezinta o etapa esentiala in efortul national si european de consolidare a lantului
alimentar durabil si de valorificare eficient a resurselor disponibile. intr-un context in
care sustenabilitatea sistemului agroalimentar este o prioritate strategica,
identificarea, clasificarea si utilizarea subproduselor alimentare dobandesc o
importanta tot mai mare.

- [
VILTH()“H)(H) M)

0S3.Conobtara puoond METROFO0D-RO incomunbaleagnfic e rafons, METROFOOD-1 s uopes
cercetare orientatd catre actorii sistemului alimentar

Subprodusele alimentare sunt materiale rezultate in urma proceselor
tehnologice din industria alimentara, care, desi nu sunt destinate direct consumului
uman, pot avea multiple intrebuintari secundare, contribuind astfel la reducerea
pierderilor alimentare, la eficientizarea proceselor de productie si la crearea de noi
surse de valoare economica. Aceste subproduse pot proveni din diverse sectoare
alimentare: panificatie, lactate, carne, legume si fructe, bauturi etc., fiind utilizate
ulterior in industria furajelor, in productia de bioenergie, in cosmetica, farmacologie
sau ca materii prime pentru noi produse alimentare.

Importanta acestui demers este sustinuta de politicile europene, cum ar fi Pactul
Verde European si Strategia ,,De la ferma la furculita”, care incurajeaza utilizarea
circulara a resurselor si promovarea economiei circulare in agricultura si industrie
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alimentara. Astfel, definirea corecta a statutului juridic al unui material ca subprodus
(si nu ca deseu) presupune respectarea anumitor criterii prevazute de legislatia
europeana (Directiva 2008/98/CE privind deseurile), printre care: existenta unei
utilizari ulterioare certe, utilizarea legala fara efecte adverse asupra sanatatii sau
mediului, si generarea in cadrul unui proces de productie principal.

Workshop-ul desfasurat pe 28 mai 2025 a avut ca obiectiv principal aprobarea
raportului elaborat in cadrul activitatii 1.M.3.4., axata pe identificarea si analiza
subproduselor existente in industria alimentara nationalda. Acest raport, rezultat al
colaborarii intre partenerii implicati in METROFOOD-RO EVOLVE, reprezinta o baza
documentara si practica esentiala pentru recunoasterea si integrarea subproduselor in
circuite valorice sustenabile. Prezentarea activitatii A3.2., urmata de prezentarea
detaliata a raportului final, a permis dezbaterea si validarea tipurilor de subproduse
identificate, m acord cu criteriile de ellg1b1l1tate prevazute de legislatie.

- i ° ] =L

I NETRO@FOO) METIO @dF00D 11
nove www.metrofood.n EVOLVE

Agenda evenimentului a inclus prezentarea obiectivelor si metodologiei de lucru,
analiza raportului propriu-zis cu accent pe categoriile principale de subproduse
selectate, precum si o sesiune de discutii dedicate clarificarii si aprobarii
documentului. Tn mchelere au fost stabilite concluziile si pasii urmatori, printre care
se pot mentiona dezvoltarea unor planuri de valorlflcare, crearea de parteneriate
pentru transfer tehnologic, si propuneri pentru armonizarea cadrului normativ national
cu directivele europene.

In cadrul workshop-ului din data de 28 mai 2025, organizat online prin
platforma ZOOM, s-au desfasurat urmatoarele activitati conform agendei stabilite:
18:15 - 18:45 - Prezentare Activitate A3.2
a. In aceasta etapa a fost prezentata activitatea A3.2., una dintre componentele

metodologice ale proiectului. Aceasta a vizat clarificarea obiectivelor specifice
workshop-ului, precum si a instructiunilor de lucru pentru participanti.

b. A fost explicata structura documentului supus aprobarii si importanta acestuia
pentru directiile strategice ale proiectului.

c. S-asubliniat rolul acestei activitati in cadrul mai larg al initiativei METROFOOD-RO,
respectiv contributia la construirea unui cadru national coerent de valorificare a
subproduselor alimentare.

18:45 - 19:15 - Prezentare 1.M.3.4. - Raport de identificare a subproduselor din

industria alimentara
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d. Aceasta sesiune a constituit elementul central al workshop-ului. A fost prezentat
raportul final rezultat in cadrul activitatii 1.M.3.4., document care a identificat
principalele tipuri de subproduse alimentare relevante in context national.

e. Prezentarea a inclus detalii legate de metodologia de colectare a datelor, sursele
de informare, criteriile de selectie a subproduselor, precum si justificarea incadrarii
lor in aceasta categorie juridico-economica. De asemenea, s-au evidentiat exemple
concrete din industriile-cheie precum si posibilele aplicatii ulterioare ale acestor
subproduse.

19:15 - 19:30 - Discutii. Aprobare raport. Concluzii si pasi urmatori

a. In ultima parte a workshop-ului, participantii au fost invitati sa adreseze intrebari,
sa aduca observatii si completari raportului prezentat. Discutiile s-au axat pe
fezabilitatea implementarii concluziilor raportului, pe oportunitatile de parteneriat
intre industrie si cercetare, precum si pe necesitatea armonizarii cadrului legal.

b. S-au tras concluzii privind valoarea strategica a documentului si s-au conturat pasii
urmatori, care includ: elaborarea unui plan de valorificare sustenabila a
subproduselor, integrarea recomandarilor in politicile institutionale ale
partenerilor, si demararea unor initiative de diseminare catre stakeholderi
relevanti.

In concluzie, acest workshop constituie un moment de referinta in procesul de
validare si operationalizare a unor masuri concrete de promovare a economiei circulare
in industria alimentara. Prin desfasurarea acestor activitati, workshop-ul a reusit sa isi
atinga obiectivele de validare, consultare si planificare strategica a etapelor viitoare
din proiectul METROFOOD-RO EVOLVE.

Ca urmare a strategiei pentru selectarea subproduselor, care a luat in
considerare factorii precum disponibilitatea, costurile si potentialul subproduselor, au
fost selectate cele doua subproduse: tescovina si pielita de rosii. In cadrul IM 3.6. este
prezentat modul de obtinere a unui ingredient alimentar obtinut din tescovina de

struguri.
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3. Fundamente teoretice: polifenolii din subprodusele vitivinicole

3.1. Polifenolii: clasificare si proprietati

Industria vitivinicola reprezinta unul dintre cele mai importante sectoare
agroalimentare la nivel mondial, avand un rol economic major in numeroase tari
europene, inclusiv in Romania. Dezvoltarea intensa a viticulturii si a industriei vinului
conduce insa la generarea unor cantitati foarte mari de reziduuri organice, rezultate in
urma procesarii strugurilor. Printre cele mai importante reziduuri se numara tescovina,
semintele, cojile, ciorchinii si drojdiile vinicole. Aceste subproduse sunt generate in
cantitati semnificative si, in lipsa unor metode eficiente de valorificare, pot produce
efecte negative asupra mediului.

In ultimele decenii, interesul cercetatorilor pentru valorificarea deseurilor din
viticultura a crescut considerabil, datorita continutului ridicat de compusi bioactivi, in
special polifenoli. Polifenolii sunt compusi naturali cu proprietati antioxidante,
antimicrobiene si antiinflamatoare, avand aplicatii importante in industria alimentara,
farmaceutica si cosmetica. Extractia acestor compusi din reziduurile viticole reprezinta
o solutie sustenabila pentru reducerea deseurilor si pentru obtinerea unor produse cu
valoare adaugata ridicata.

Conceptul de economie circulara promoveaza reutilizarea si valorificarea
deseurilor agricole si agroindustriale, iar reziduurile rezultate din viticultura constituie
un exemplu important de resursa secundara care poate fi exploatata eficient. In
prezent, cercetarile sunt orientate catre dezvoltarea unor metode moderne si
ecologice de extractie a polifenolilor, care sa asigure randamente ridicate si un impact
minim asupra mediului.

Cultivarea strugurilor atinge o productie mondiala de aproximativ 60 de milioane
de tone pe an. Acestia sunt bogati in compusi polifenolici, 75% gasindu-se in coaja si
seminte. O mare parte din recolta este utilizata pentru productia de vin, o activitate
care implica generarea de deseuri organice, ape uzate si gaze cu efect de sera, ceea
ce reprezinta o problema serioasa de poluare. Tescovina de struguri este principalul
reziduu solid din etapele de macerare si fermentare, atingand valori de aproximativ
8,49 milioane de tone pe an la nivel mondial. La fel ca vinurile, tescovina de struguri
este o matrice complexa formata din diferite grupuri de compusi polifenolici, inclusiv
molecule simple precum acizii hidroxicinamic si hidroxibenzoic si molecule mai
complexe, cum ar fi flavonoidele. Cu toate acestea, valorificarea sa s-a concentrat pe
utilizarea sa ca ingrasamant sau pe vanzarea catre distilerii pentru producerea de
etanol, pierzand potentiali compusi bioactivi in acest proces.

Cu accent pe industria alimentara, potentialul acestor subproduse se bazeaza pe
continutul de compusi fenolici si pe relatia acestora cu prevenirea diferitelor boli.
Procentul ridicat de polifenoli din tescovina de struguri se datoreaza extractiei
incomplete in timpul vinificatiei, iar variatia concentratiei sale este direct asociata cu
soiul de struguri si cu variabilele care controleaza procesul de vinificatie. Fenomenele
de transfer vor depinde de afinitatea substantelor dintre cele doua faze implicate. Un
factor determinant este solubilitatea, deoarece aceasta variaza pentru diferitele
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grupuri de antocianine monomerice. Este posibil sa se transfere in vin 60% din totalul
compusilor fenolici prezenti in struguri, in schimb, doar 38% din antocianinele
monomerice pot fi transferate. in acest sens, extractia compusilor fenolici din tescovina
de struguri are un dublu scop: pe de o parte, reducerea poluarii si, pe de alta parte,
recuperarea compusilor cu valoare ridicata, deoarece acestia au potentialul de
dezvoltare ca inlocuitori pentru colorantii artificiali.

Exista diferite studii privind impactul pozitiv al extractelor de tescovina de
struguri, insa majoritatea se concentreaza pe tescovina de struguri albi si, in
consecinta, cantitatea de antocianine si alti compusi din tescovina de struguri rosii este
mai putin bine documentata. Tn ciuda avantaJelor pe care antocianinele le oferd ca
posibili inlocuitori pentru colorantii artificiali, incorporarea lor in matricele alimentare
este limitata din cauza stabilitatii lor scazute in timpul procesarii si depozitarii.
Stabilitatea sa este determinata de structura moleculara, pH, temperatura, oxigenul
din mediu, concentratia de pigmenti si activitatea apei din matrice.

In acest sens, cercetarile se concentreaza pe trei etape principale: extractia,
identificarea si stabilizarea. Mecanismele de extractie sunt impartite in cel putin 2
grupe: procese clasice si proceduri moderne, desi pana in prezent nu exista o metoda
standard. Datorita polaritatii antocianinelor, se utilizeaza in mod obisnuit extractia
solid-lichid conventionala folosind apa, metanol, etanol si acetona. Procesele
conventionale au timpi lungi de extractie, un consum ridicat de solvent si ar putea
provoca degradarea componentelor biologic active. Trebuie studiate tehnici
suplimentare de extractie si separare pentru a respecta principiile chimiei verzi si a
obtine astfel extracte de calitate superioara, cu un impact minim asupra structurii
moleculelor tinta.

Strugurii Vitis vinifera sunt deosebit de bogati in polifenoli, iar produsul lor
secundar, tescovina, pastreaza un continut ridicat al acestor compusi. Polifenolii sunt
un grup divers de metaboliti secundari care se gasesc din abundenta in diverse surse
vegetale, inclusiv fructe, legume, ierburi si seminte, ceea ce ii face cei mai raspanditi
fitochimicali din regnul vegetal. Acesti compusi sunt caracterizati printr-o structura
comuna care include un inel aromatic cu una sau mai multe unitati fenolice. Sinteza
polifenolilor are loc prin calea fenilpropanoida, o cale biosintetica cruciala la plante
care transforma fenilalanina intr-o varietate de compusi polifenolici prin reactii
enzimatice care implica intermediari cheie, cum ar fi acidul cinnamic si acidul p-
cumaric.

Pana in prezent, au fost identificati peste 10.000 de compusi fenolici, clasificati
in linii mari in doua grupe majore: flavonoide si non-flavonoide. Aceasta diversitate
chimica larga provine din diversele forme pe care le pot lua acesti compusi - liberi sau
conjugati - care difera prin nivelul lor de hidroxilare si prin modificari precum
glicozilarea, metilarea sau acilarea.

Polifenolii joaca roluri multiple in fiziologia plantelor. Acestia contribuie la
apararea plantelor impotriva stresului abiotic (radiatii ultraviolete (UV), salinitate,
seceta, metale grele etc.), precum si a stresului biotic cauzat de erbivore, bacterii si
ciuperci si ajuta la nutritia si reproducerea plantelor. Efectele lor protectoare se
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datoreaza in mare masura proprietatilor lor antioxidante puternice. in consecinta,
acesti compusi au castigat o atentie considerabila in ultimele decenii pentru beneficiile
lor pentru sanatate, studiile concentrandu-se pe diverse sisteme in vitro si in vivo,
inclusiv linii celulare umane, modele animale si culturi microbiene, pentru a evalua
activitatile lor antibacteriene, antiinflamatorii, anticardiovasculare, antidiabetice si
anticancerigene. Mai mult, au fost efectuate mai multe studii clinice pentru a valida
potentialul lor terapeutic, in special in contextul efectelor anticancerigene si
antidiabetice, demonstrand rezultate promitatoare in imbunatatirea rezultatelor
pacientilor.

Soiurile de struguri sunt adesea clasificate in functie de culoarea pielitei, care
joaca un rol semnificativ in determinarea profilului fenolic. Strugurii pot fi, in general,
clasificati in soiuri rosii, albi si negri/violet. Strugurii rosii, cum ar fi Cabernet
Sauvignon si Merlot, sunt bogati in antocianine, care contribuie la culoarea lor intensa
si au proprietati antioxidante puternice. De asemenea, contin niveluri ridicate de
flavonoll si taninuri, cunoscuti pentru efectele lor antiinflamatorii si cardioprotectoare.
in sch1mb strugurii albi, cum ar fi Chardonnay si Sauwgnon Blanc au un continut mai
scazut de antocianine si taninuri, dar sunt totusi bogaU n acizi fenolici, cum ar fi acidul
cafeic si acidul p-cumaric, care contribuie la capacitatea lor antioxidanta. Strugurii
negri sau violet, cum ar fi Concord, sunt abundenti in resveratrol, un compus stilbenic
bine cunoscut pentru potentialele sale proprietati anti-imbatranire si anticancerigene.

Compozitia fenolica a tescovinei de struguri poate varia semnificativ in functie
de factori precum tipul de sol, conditiile agroclimatice, soiul de struguri si tehnicile de
vinificatie. Mai precis, procesul de v1mf1cat1e difera pentru vinurile rosii si albe. In
productla de vin alb, strugurii sunt zdrobiti, iar mustul nu este de obicei fermentat cu
reziduurile solide. Tn schimb, productia de vin rosu implica macerarea si fermentarea
alcoolica a boabelor de struguri cu mustul. Aceast3 diferenta afecteaza semnificativ
compozitia tescovinei, soiurile albe, desi mai putin bogate in fenoli, oferind totusi
subproduse nefermentate valoroase.

Diverse familii fenolice pot fi gasite in tescovina, inclusiv flavonoide, acizi
fenolici si stilbene.

Polifenolii se impart in mai multe categorii principale:

Flavonoidele: sunt cei mai raspanditi polifenoli din struguri si includ: flavonoli;
flavanoli; catechine; antociani.

Flavonoidele reprezinta un grup semnificativ de polifenoli definiti prin structura
lor C6-C3-C6, care consta din doua inele fenil (A si B) conectate printr-o punte cu trei
atomi de carbon care formeaza un inel piranic heterociclic inchis (C). Acest schelet de
fenil benzopiran permite o gama larga de substitutii si modificari, rezultand diverse
familii de flavonoide. Principalele flavonoide gasite in tescovina de struguri sunt
flavanolii, antocianinele si flavonoli. Unele studii identifica, de asemenea, prezenta
altor grupari flavonoide, cum ar fi flavanonele si flavonele.

Flavonoidele sunt cunoscute in special pentru proprietatile lor antioxidante.
Aceste substante ajuta la protejarea celulelor impotriva efectelor negative ale
radicalilor liberi, molecule instabile care pot provoca deteriorarea celulelor si pot
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contribui la aparitia unor boli. Prin actiunea lor antioxidanta, flavonoidele contribuie
la mentinerea sanatatii organismului si la reducerea stresului oxidativ.

Pe langa efectul antioxidant, flavonoidele au si proprietati antiinflamatoare,
ajutand la reducerea proceselor inflamatorii din organism. De asemenea, unele
flavonoide pot impiedica dezvoltarea anumitor bacterii si microorganisme, ceea ce le
confera proprietati antimicrobiene.

Consumul de alimente bogate in flavonoide este asociat cu numeroase beneficii
pentru sanatate, inclusiv protectia sistemului cardiovascular si sustinerea
mecanismelor naturale de aparare ale organismului. in plus, flavonoidele contribuie la
mentinerea calitatii si stabilitatii produselor alimentare datorita capacitatii lor de a
incetini procesele de oxidare.

Din punct de Vedere agricol, in plante, flavonoidele indeplinesc numeroase
functii importante pentru crestere si dezvoltare. Acestea contribuie la protectia
impotriva radiatiilor ultraviolete (UV), reduc efectele stresului cauzat de seceta,
temperaturi extreme sau salinitate si participa la mecanismele naturale de aparare
impotriva agentilor patogeni. De asemenea, flavonoidele sunt implicate in procesele de
comunicare dintre plante si microorganismele benefice din sol, favorizand dezvoltarea
unor relatii simbiotice care contribuie la absorbtia nutrientilor. Datorita acestor
proprietati, compusii bogati in flavonoide proveniti din subproduse vegetale, inclusiv
tescovina de struguri, prezinta interes pentru dezvoltarea biostimulatorilor si a
produselor utilizate in agricultura sustenabila.

Flavan-3-olii sunt compusi flavonoizi care joaca un rol crucial in proprietatile
nutritionale si senzoriale ale strugurilor si ale produselor derivate din struguri. Din
punct de vedere chimic, flavanolii se diferentiaza de alti flavonoizi printr-o grupare
hidroxil (-OH) atasata la al treilea atom de carbon al inelului C. Acesti compusi sunt
prezenti atat in semintele de struguri, cat si in pielite, semintele continand de obicei
o concentratie mai mare si o compozitie diferita. Monomerii flavan-3-olului includ
catechina si eplcatechma care pot forma in continuare oligomeri si polimeri, cum ar fi
taninurile condensate sau proantocianidinele. in plus, flavanolii pot fi esterificati cu
acid galic, formand compusi precum catechin galat, epicatechin galat, galocatechma,
epigalocatechina si epigalocatechin galat

Antocianinele: sunt pigmenti naturali responsabili pentru culorile rosu, albastru si
violet din multe fructe si legume n struguri, acesti pigmenti se gasesc exclusiv in
pielite. Antocianinele exista in principal sub forma de glicozide, formate atunci cand o
antocianidina, forma aglicona (fara zahar), se leaga de una sau mai multe molecule de
zahar. Aceasta glicozilare le sporeste stabilitatea si solubilitatea in apa, facand din
antocianine principalii pigmenti responsabili de colorarea vie a tesuturilor vegetale.

Antocianidinele, nucleul structural al antocianinelor, se bazeaza pe ionul flavil sau
2-fenilbenzopiriliu si contin grupari hidroxil si metoxil in diferite pozitii. Numeroase
antocianidine se gasesc in strugurii rosii, variind in functie de numarul si pozitia
substituentilor hidroxil si metoxil, glucozidele malvidinice fiind cele mai abundente.

Desi majoritatea antocianinelor sunt extrase in vin in timpul vinificatiei, un numar
semnificativ ramane in tescovina de struguri. Antocianinele identificate in tescovina
includ in principal 3-O-glucozide ale delfinidinei, cianidinei, petunidinei,
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pelargonidinei, peonidinei si malvidinei. In plus, au fost identificati si derivati de acetil,
cumaril sau cafeoil - forme modificate ale antocianinelor in care gruparile de acid
acetic, cumaric sau cafeic sunt atasate la molecula de antocianina. Beneficiile
semnificative pentru sanatate ale acestor molecule au condus la numeroase studii axate
pe caracterizarea lor chimica in tescovina de struguri.

In domeniul agricol, antocianinele contribuie la mecanismele naturale de aparare
ale plantelor impotriva diferitilor factori de stres, precum radiatiile UV excesive,
temperaturile extreme, seceta sau atacul unor agenti patogeni. Datorita proprietatilor
lor antioxidante, acestea ajuta la protejarea tesuturilor vegetale si la reducerea
efectelor stresului oxidativ. De asemenea, tescovina de struguri bogata in antocianine
si alti compusi fenolici poate fi valorificata in agricultura ca ingredient in biostimulatori
sau amendamente organice, contribuind la imbunatatirea calitatii solului si la
dezvoltarea sustenabila a culturilor.

Taninurile: sunt compusi fenolici cu greutate moleculara mare, prezenti in diferite
parti ale strugurilor, in special in seminte, pielite si ciorchini. Acestea contribuie
semnificativ la proprietatile senzoriale ale vinului, influentand gustul, astringenta si
structura acestuia. Taninurile sunt responsabile pentru senzatia de ,uscaciune”
perceputa in cavitatea bucala, deoarece interactioneaza cu proteinele din saliva. De
asemenea, ele joaca un rol important in stabilitatea si evolutia vinului in timpul
maturarii, participand la formarea si stabilizarea culorii.

Din punct de vedere chimic, taninurile sunt clasificate in doua categorii principale:
taninuri hidrolizabile si taninuri condensate. In struguri si in produsele rezultate din
prelucrarea acestora predomina taninurile condensate, cunoscute si sub denumirea de
proantocianidine. Acestea sunt formate din unitati de flavanoli, precum catechina si
epicatechina, legate intre ele in structuri complexe.

Taninurile sunt recunoscute pentru puternica lor activitate antioxidanta, avand
capacitatea de a neutraliza radicalii liberi si de a proteja celulele impotriva deteriorarii
oxidative. Prin aceasta actiune, ele contr1bu1e la reducerea stresului oxidativ si la
mentinerea integritatii structurilor celulare. Tn plus, numeroase studii au ev1dent1at
proprietati antiinflamatoare si antimicrobiene ale taninurilor, acestea putand inhiba
dezvoltarea unor bacterii si fungl patogeni.

Beneficiile taninurilor nu se limiteaza doar la sandtatea umana. In plante, acestea
reprezinta un important mecanism natural de aparare impotriva insectelor,
microorganismelor si erbivorelor. Gustul lor astringent descurajeaza consumul
tesuturilor vegetale, iar activitatea antimicrobiana contribuie la protectia plantei
lmpotrlva infectiilor.

in agrlcultura taninurile si extractele bogate in taninuri provenite din tescovina de
struguri prezinta interes pentru dezvoltarea biostimulatorilor si a produselor de
protectie a plantelor. Acestea pot contribui la cresterea rezistentei culturilor la diferite
forme de stres si pot reduce dependenta de produse chimice de sinteza. De asemenea,
tescovina bogata in taninuri poate fi utilizata ca amendament organic, contribuind la
imbunatatirea calitatii solului si la valorificarea sustenabila a subproduselor
vitivinicole.
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Datorita proprietatilor lor antioxidante, antimicrobiene si de protectie naturala,
taninurile reprezinta una dintre cele mai valoroase categorii de compusi bioactivi
prezenti in tescovina de struguri, fiind de interes atat pentru industria alimentara si
farmaceutica, cat si pentru sectorul agricol.

Non-flavonoidele sunt structural mai simple decat flavonoidele. Se caracterizeaza
prin structura lor fenolica de baza, careia ii lipseste configuratia cu trei inele tipica
flavonoidelor. Aceasta familie include acizii fenolici si stilbenele, ambii jucand roluri
semnificative in proprietatile antioxidante ale strugurilor si ale produselor derivate din
struguri.

Stilbenele sunt fitoalexine, localizate predominant in pielitele strugurilor, cu o
structura chimica C6-C2-C6, caracterizata printr-o catena principala de 1,2-
difeniletilena. Plantele produc acesti compusi ca mecanism de aparare impotriva
stresurilor biotice si abiotice. Stilbenele pot exista sub forma de monomeri, dimeri sau
oligomeri.

Resveratrolul este cel mai cunoscut stilben, capabil sa formeze compusi mai
complecsi prin suferirea mai multor modificari, cum ar fi glicozilarea, metoxilarea,
oligomerizarea si izoprenilarea. Acesta este produs in mod natural de planta ca
mecanism de aparare impotriva factorilor de stres, precum infectiile fung1ce radiatiile
UV si conditiile de mediu nefavorabile. In struguri, resveratrolul se gaseste in pr1nc1pal
in p1el1te, dar poate fi prezent si in seminte si ciorchini, motiv pentru care tescovina
reprezinta o sursa importanta a acestui compus bioactiv.

Interesul pentru resveratrol este determinat de numeroasele sale efecte benefice
asupra sanatatii. Datorita proprietatilor sale antioxidante, acesta contribuie la
neutralizarea radicalilor liberi si la reducerea stresului oxidativ, protejand celulele
impotriva  deteriorarii. De asemenea, resveratrolul prezinta proprietati
antiinflamatoare, fiind capabil sa reduca procesele inflamatorii asociate cu diverse
afectiuni cronice.

Numeroase studii au evidentiat rolul resveratrolului in protectia sistemului
cardiovascular. Acesta poate contribui la mentinerea sanatatii vaselor de sange, la
imbunatatirea circulatiei sanguine si la reducerea riscului de aparitie a bolilor
cardiovasculare. in plus cercetarile sugereaza ca resveratrolul poate avea activitate
anticancerigena prin inhibarea dezvoltarii si proliferarii anumitor celule tumorale.

Resveratrolul este asociat si cu efecte neuroprotectoare, avand capacitatea de a
proteja celulele nervoase impotriva stresului oxidativ si a proceselor degenerative. Din
acest motiv, este intens studiat pentru potentialul sau rol in prevenirea unor afectiuni
neurodegenerative.

Din punct de vedere agricol, resveratrolul face parte din sistemul natural de aparare
al plantelor. Acesta este sintetizat ca raspuns la atacul agentilor patogeni si la diferite
forme de stres abiotic, contribuind la cresterea rezistentei plantelor. Datorita
proprietatilor sale antimicrobiene si antioxidante, resveratrolul este considerat un
compus de interes pentru dezvoltarea unor solutii inovatoare destinate agriculturii
sustenabile.

Acizii fenolici sunt o clasa diversa de compusi, impartiti in acizi hidroxibenzoici si
acizi hidroxicinamici, in functie de numarul si pozitia gruparilor hidroxil de pe inelul
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aromatic. Acizii hidroxicinamici sunt compusii fenolici predominanti din struguri,
caracterizati printr-un schelet de atomi de carbon C6-C3 cu o legatura dubla in catena
laterald. Principalii acizi hidroxicinamici gasiti in struguri includ acizii cafeic, ferulic si
p-cumaric. Acesti compusi se conjuga adesea cu acidul tartric, formand acizi caftaric,
fertaric si respectiv coutaric. Cantitati semnificative din acesti compusi sunt prezenti
si in pielitele strugurilor. Acizii hidroxibenzoici sunt derivati ai acidului benzoic, avand
un schelet de atomi de carbon C6-C1. Cei mai comuni acizi hidroxibenzoici din struguri
sunt acizii vanilic, siringic, galic, protocatechuic si elagic.

Acizii fenolici sunt abundenti in tescovina de struguri, ceea ce il face o sursa
valoroasa de compusi bioactivi. Studiile au aratat ca continutul total de acid fenolic din
tescovina poate varia semnificativ. De exemplu, un studiu realizat de Onache si colab.
(2022) a constatat ca nivelurile de acid siringic au variat de la 18,31 la 19,80 mg/100 g
in tescovina de struguri albi si de la 22,00 la 94,30 mg/100 g in tescovina de struguri
rosii, tescovina de struguri Merlot prezentand cele mai mari cantitati. In mod similar,

acizii galic si elagic au fost gasiti in cantitati comparabile atat in tescovina de struguri
albi, cat si in cea de struguri rosii, cu concentratii cuprinse intre 6,44 si 14,02 mg/100
g pentru acidul galic si intre 0,28 si 3,63 mg/100 g pentru acidul elagic. Literatura de
specialitate anterioara a raportat cantitati comparabile de acid siringic si galic in
tescovina, cu niveluri de acid galic intre 2,52 si 36,04 mg/100 g si niveluri de acid
siringic intre 46,9 si 173,1 mg/100 g in tescovina de struguri Cabernet Sauvignon, Merlot
si Malbec rosu.

Acizii fenolici sunt compusi bioactivi cunoscuti in principal pentru proprietatile lor
antioxidante, contribuind la neutralizarea radicalilor liberi si la reducerea stresului
oxidativ. De asemenea, acestia prezinta proprietati antimicrobiene si antiinflamatoare,
avand efecte benefice asupra sanatatii. in plante, acizii fenolici participa la
mecanismele naturale de aparare impotriva agentilor patogeni si a diferitilor factori de
stres, precum radiatiile UV si seceta. Datorita acestor proprietati, ei prezinta interes
atat pentru industria alimentara si farmaceutica, cat si pentru agricultura.

3.2. Metode de extractie a compusilor bioactivi din tescovina de struguri
3.2.1. Factorii care influenteaza extractia polifenolilor din tescovina de
struguri

Eficienta procesului de extractie a compusilor polifenolici din tescovina de struguri
este influentata de numerosi factori care determina atat randamentul extractiei, cat si
calitatea extractelor obtinute. Polifenolii reprezinta o categorie complexa de compusi
bioactivi, caracterizati prin structuri chimice diferite si grade variate de polaritate si
stabilitate. Din acest motiv, conditiile de extractie trebuie atent optimizate pentru a
obtine cantitati ridicate de compusi activi fara degradarea acestora. Parametrii utilizati
in timpul extractiei influenteaza transferul de masa dintre matricea vegetala si solvent,
precum si stabilitatea compusilor fenolici in timpul procesarii.

Unul dintre cei mai importanti factori este tipul solventului utilizat. Alegerea
solventului influenteaza direct capacitatea de dizolvare a compusilor polifenolici.
Deoarece majoritatea polifenolilor sunt compusi polari, cei mai utilizati solventi sunt
apa, etanolul, metanolul, acetona sau diferite amestecuri hidroalcoolice. Etanolul este
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considerat unul dintre cei mai avantajosi solventi datorita eficientei ridicate de
extractie si toxicitatii reduse, fiind acceptat pentru aplicatiile alimentare si
farmaceutice. In schimb, metanolul prezinta o capacitate mare de extractie, insa
utilizarea sa este limitata din cauza toxicitatii ridicate. In ultimii ani, interesul
cercetatorilor s-a orientat catre utilizarea solventilor verzi, precum solventii eutectici
naturali si apa subcritica, pentru a reduce impactul asupra mediului si pentru a respecta
principiile chimiei verzi.

Temperatura de extractie reprezinta un alt parametru esential. Cresterea
temperaturii favorizeaza solubilizarea compusilor fenolici si accelereaza transferul de
masa prin reducerea vascozitatii solventului si cresterea difuziei. In general,
temperaturile mai ridicate conduc la cresterea randamentului extractiei. Cu toate
acestea, polifenolii, in special antocianinele, sunt compusi sensibili la temperaturi
ridicate, iar expunerea excesiva poate provoca degradarea sau oxidarea lor. Din acest
motiv, optimizarea temperaturii trebuie realizata in functie de stabilitatea compusilor
vizati si de metoda de extractie utilizata.

Timpul de extractie influenteaza de asemenea eficienta procesului. Un timp mai
mare de contact intre solvent si materialul vegetal permite extractia unei cantitati mai
mari de compusi bioactivi. Totusi, prelungirea excesiva a timpului de extractie poate
determina degradarea polifenolilor si cresterea costurilor energetice si operationale.
Metodele moderne de extractie, precum extractia asistata cu ultrasunete sau
microunde, permit reducerea semnificativa a timpului de extractie comparativ cu
metodele conventionale.

Raportul solvent/materie prima reprezinta un factor important in obtinerea unui
randament ridicat. O cantitate mai mare de solvent favorizeaza dizolvarea compusilor
fenolici si creste eficienta extractiei. Cu toate acestea, utilizarea excesiva a solventului
conduce la cresterea costurilor si la dificultati suplimentare in etapele de separare si
concentrare a extractelor. Din acest motiv, este necesara stabilirea unui raport optim
care sa asigure atat eficienta extractiei, cat si sustenabilitatea procesului.

Dimensiunea particulelor materiei prime influenteaza suprafata de contact dintre
solvent si matricea vegetala. Reducerea dimensiunii particulelor prin macinare
faciliteaza patrunderea solventului si accelereaza extractia compusilor bioactivi.
Totusi, particulele foarte fine pot provoca dificultati de filtrare si separare ulterioara
a extractului.

pH-ul mediului de extractie influenteaza stabilitatea si solubilitatea polifenolilor,
in special a antocianinelor. In general, un mediu acid contribuie la stabilizarea
antocianinelor si la mentinerea culorii acestora. Din acest motiv, in numeroase studii
se utilizeaza solventi acidificati cu acid formic, acid citric sau acid clorhidric pentru
extractia pigmentilor antocianici.

Caracteristicile materiei prime reprezinta un alt factor determinant. Compozitia
tescovinei difera in functie de soiul de struguri, conditiile pedoclimatice, gradul de
maturitate si tehnologia de vinificatie utilizata. Tescovina provenita din struguri rosii
contine, in general, cantitati mai mari de antocianine si taninuri comparativ cu cea
provenita din struguri albi. De asemenea, procesul de fermentatie influenteaza
cantitatea de polifenoli ramasa in reziduuri dupa vinificatie.
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Metoda de extractie utilizata influenteaza semnificativ eficienta procesului si
calitatea extractelor obtinute. Metodele conventionale, precum extractia solid-lichid,
necesita timpi mari de procesare si volume ridicate de solvent. In schimb, tehnologiile
moderne, precum extractia asistata cu ultrasunete, extractia cu fluide supercritice,
extractia cu microunde sau extractia sub presiune, permit obtinerea unor randamente
ridicate intr-un timp mai scurt si cu un consum redus de solvent.

Optimizarea factorilor care influenteaza extractia polifenolilor este esentiala
pentru dezvoltarea unor procese eficiente, sustenabile si aplicabile la scara industriala.
Alegerea conditiilor optime de extractie permite obtinerea unor extracte bogate in
compusi bioactivi, cu proprietati functionale si biologice valoroase pentru diferite
domenii de aplicare.

3.2.2. Tehnologii de extractie utilizate pentru maximizarea concentratiei de
polifenoli din tescovina de struguri

Extractia este o etapa esentiala in izolarea si identificarea compusilor fenolici
din tescovina de struguri. Acestea sunt impartite in doua categorii:tehnici si
traditionale de extractie.

Procesele traditionale includ actiuni de macerare si extractie cu solvent. Aceste
proceduri necesita mult timp, sunt costisitoare in principal din cauza cantitatii de
solventi utilizati, a randamentului scazut al analitilor de interes din cauza degradarii
termice, precum si a practicilor inadecvate de eliminare si reciclare a solventilor.

Cu toate acestea, tehnicile moderne includ extractia asistatd de ultrasunete,
extractia cu fluide supercritice, extractia cu lichide sub presiune, campurile electrice
pulsate, extractia accelerata cu solvent si extractia cu solventi eutectici profunzi
naturali. Aceste tehnici sunt mai eficiente, necesita un timp de extractie mai scurt,
costa mai putin si ofera o puritate superioara a moleculelor extrase.

Cu toate acestea, exista diferite probleme inerente metodelor conventionale si
moderne, si anume toxicitatea solventului, polaritatea moleculelor, solubilitatea,
selectivitatea scazuta si separarea componentelor bioactivi de solvent. Polifenolii
prezinta variatii in ceea ce priveste solubilitatea si randamentul de recuperare, ceea
ce face dificila extractia selectiva.

Extractia solid-lichid

Procedura obisnuita pentru extragerea polifenolilor din tescovina este extractia
solid-lichid cu agitare mecanica. Datorita naturii lor polare, acestia sunt solubilizati in
solventi protici polari, care includ solutii etanolice sau metanolice. Aceste tehnici duc
la pierderea compusilor legati de hidroliza si oxidare. Factorii legati de performanta sa
eficienta, cum ar fi tipul de solvent, raportul solvent/proba, dimensiunea particulelor,
temperatura si timpul de extractie, determina extractia optima. Etanolul ofera o
eficienta mare a extractiei, dar nu este specific pentru diferitele tipuri de polifenoli.
Un alt solvent utilizat este metanolul, dar toxicitatea asociata limiteaza utilizarea sa
la proceduri experimentale. Din acest motiv, etanolul a fost recunoscut ca fiind sigur
de catre Autoritatea Europeana pentru Siguranta Alimentara si Comitetul de Experti
FAO/OMS pentru Aditivi Alimentari.
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Extractie asistata cu ultrasunete (UAE)

Exista diferite intervale de frecventa pentru ultrasunete, cum ar fi ultrasunetele
de putere (20-100 kHz) utilizate in curatare, sudarea plasticului si procesele de
extractie; intervalul extins (100 kHz-2 MHz), aplicat in sonochimie; si intervalul de
fnalta frecventa (2-10 MHz), care este adesea utilizat in imagistica medicala.
Ultrasunetele de putere sunt utilizate in extractia polifenolilor. Frecventele joase induc
bule mari de cavitatie in mediul de extractie. Bulele implodeaza violent, ceea ce
provoaca o forfecare mai mare, ducand la deteriorarea celulara superioara, o penetrare
mai mare a solventului si o rata de extractie mai mare. Puterea furnizata pentru
extractia din subproduse din fructe si legume depinde de molecula specifica care
urmeaza sa fie extrasa si de matricea selectata si variaza in intervalul 20 pana la 700
W.

Diferite studii au raportat extractia compusilor bioactivi folosind ultrasunete.
Zheng si colab., 2010, au evaluat extractia antocianinelor din pielitele strugurilor.
Pentru a realiza acest studiu, au folosit un design ortogonal cu 4 factori si 3 niveluri.
Factorii evaluati au fost solventul (metanol/acid formic: 95, 98 si 100%), timpul de
extractie (30, 60, 90 min), temperatura de extractie (25, 30, 35 °C) si timpul de
extractie cu ultrasunete (0, 10, 20 min). Extractia optima a antocianinelor a fost
obtinuta cu solvent acid formic/metanol (95%), cu ultrasunete timp de 10 min,
temperatura de extractie la 25 °C si timpul de extractie timp de 1,5 ore. Valorile
obtinute in aceste conditii pentru antocianinele monomerice totale 1442,7 + 136,6
mg/100 g piele-dw, antocianine acilate totale 663,1 + 66,1 mg/100 g piele-dw si
antocianine polimerice totale 30,4 + 3,1 mg/100 g piele-dw. Aplicarea ultrasunetelor
are un impact favorabil asupra extractiei antocianinelor, deoarece provoaca ruptura
fizica a peretilor celulari si a membranei celulare, ceea ce faciliteaza patrunderea
eficienta a solventului in tesutul celular.

Da Porto si colab., 2015, au decis sa evalueze extractia cu ultrasunete urmata
de extractia cu fluid supercrltlc Extractia cu ultrasunete a fost efectuatd la o frecventa
de 20 kHz si 80 W timp de 4, 7 si 10 minute. In conditiile evaluate, s-a constatat un
continut mai mare de pol1fenol1 la 80 °C si 4 minute, atmgand o valoare de 2336 + 7 mg
GAE 100 g DM -1.

Drosou si colab., 2015, au evaluat mai multe metode de extractie si pretratare
in ceea ce priveste randamentul Si recuperarea compusﬂor fenolici. In cazul extractiei
cu ultrasunete, s-a utilizat ca solvent apa sau apa:etanol (1:1), la o frecventa de 25
kHz, o putere de 300 W si o temperatura de 20 °C pentru o durata totala de 60 de
minute. Compusii fenolici au atins o valoare de pana la 438.984 + 4034 ppm GAE in
extractul uscat, cu o activitate antiradicala ridicata de 0,36 + 0,01 pana la 0,91 + 0,02
mg/mL. De asemenea, au raportat o valoare de 34.188 + 362 mg echivalenti de
malvidin-3-0-glucozida per g de pielita de struguri uscata la aer, antocianine totale mai
mari decat uscarea solara sau netratata.

Dupa cum s-a demonstrat, extractia cu ultrasunete poate imbunatati extractia
compusilor bioactivi sensibili la caldura prin temperaturi de procesare mai scazute.
Principalele avantaje in comparatie cu extractia conventionala sunt reducerea timpului
de procesare si a volumului de solvent.
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Extractia lichida sub presiune utilizeaza solventi la temperaturi ridicate si la o
presiune suficienta pentru a-i mentine in stare lichida. Temperatura este unul dintre
parametrii cheie de optimizare intr-un PLE, deoarece proprietatile solventului se
schimba odata cu cresterea temperaturii. De asemenea, aceasta afecteaza transferul
de masa prin modificarea tensiunii superficiale, a difuzivitatii si a vascozitatii
solventului.

Pe de alta parte, utilizarea temperaturilor ridicate este limitata atunci cand
compusii de interes sunt termolabili. Spre deosebire de temperatura, presiunea are un
impact limitat asupra caracteristicilor solventului in stare lichida. Tn mod normal, se
utilizeaza o presiune de 5-15 MPa, cu exceptia cazului in care este selectata presiunea
de saturatie a solventului. PLE poate fi in mod de curgere continua sau static, pentru
fiecare fiind necesare modele diferite.

Cel mai frecvent utilizat solvent in aceasta tehnica este etanolul, iar
temperatura ar fi in intervalul 40-60 °C si 75-220 °C pentru compusii fenolici
termolabili, respectiv termostabili.

Pereira si colab., 2018, au evaluat extractia la presiune inalta folosind metoda
dinamica. Au fost evaluate temperaturi de 40, 60, 80 si 100 °C, utilizand ca solventi
etanol pur, apa-etanol (50% v / v ), apa-etanol pH = 2,0 (50% v / v ) si apa acidificata
(pH = 2,0), constanta de presiune la 10,0 + 0,5 MPa si debit masic 5,0 g/min. Pentru
metoda secventiala, extractia din prima faza a fost efectuata la 40 °C, apa/etanol (50%
v/ v) pH 2,0 si faza a doua la 100 °C, apa/etanol (50% v / v ). Cele mai bune conditii
de extractie a antocianinelor au fost etanol-apa (50% v / v ), pH 2,0 si 40 °C. Au fost
identificate si cuantificate cincisprezece antocianine; cinci dintre ele constituie peste
78% din total.

Extractia cu fluide supercritice (SFE)

Extractia cu fluide supercritice implica practic doua etape: in primul rand,
extractia compusilor solubili din solid, urmata de separarea analitilor tinta de solvent.
Factorii care influenteaza eficienta extractiei supercritice includ: selectia adecvata a
fluidelor supercritice, utilizarea modificatorilor, conditiile de temperatura si presiune.

Dioxidul de carbon (CO) in conditii supercritice este cel mai utilizat ca solvent
in aplicatiile alimentare. Are un cost redus si se elimina usor prin simpla expansiune la
valori ale presiunii ambientale, ceea ce favorizeaza obtinerea de extracte cu puritate
ridicata. CO; supercritic dizolva compusi nepolari sau slab polari. Extractia cu fluide
supercritice se efectueaza fara lumina si aer, reducand la minimum riscul reactiilor de
deteriorare care sunt frecvente in metodele conventionale.

CO; supercritic are o capacitate limitata de a dizolva polifenolii din reziduurile
de struguri. Pentru a compensa aceasta dificultate, se introduce de obicei un
modificator polar (etanol, apa) ca si cosolvent pentru a-i creste puterea de solvatare.
Ca solvent polar alimentar, etanolul este unul dintre cei mai utilizati. Consumul de
solvent in timpul metodei cu CO; modificat este mai mic in comparatie cu metodele
traditionale, unde procentul de etanol fluctueaza intre 5-15%. in timpul procesului de
extractie cu fluid supercritic, se utilizeaza o temperatura de extractie moderata (30
°C), evitand astfel degradarea acestor analiti.
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Pinelo si colab., 2007, au dezvoltat doua metode: extractia conventionala si
extractia cu fluid supercritic. Pentru procesul conventional, viteza de agitare a fost de
140 rpm, temperatura 25-50 °C si raporturile solid-lichid 1:1, 5:1. Pentru metoda
supercritica, temperatura a fost de 35-50 °C, presiunea 80-350 bar, iar modificatorul a
variat intre 0-8%. Randamente de extractie mai mari au fost obtinute atunci cand
etanolul a fost utilizat ca si co-solvent. S-a obtinut un randament de extractie intre 2,5
si 30%, unde cea mai mare valoare corespunde unui modificator de 8% si presiunii
ridicate. Extractele obtinute cu fluid supercritic au prezentat o concentratie fenolica
si 0 activitate antiradicalica mai mari decat cele obtinute prin metoda conventionala.

Ghafoor si colab., 2010, au studiat SFE. Pentru dezvoltarea experimentala s-a
utilizat un design de matrice ortogonala. Debitele de CO2 si modificator au fost stabilite
la 2 mL/min, extractia fiind efectuata timp de 30 de minute in fiecare serie
experimentala. Temperaturile testate au fost de 37, 40, 43 si 46 °C; presiunile de 140,
150, 160 si 170 kg cm~2, modificatorii de 5, 6, 7 si 8% etanol. Conditiile optime gasite:
temperatura de 45-46 °C, presiune de 160-165 kg cm™2 si etanol de 6-7%. S-a obtinut
un randament maxim de 12,31%, 2,156 mg GAE/100 mL polifenoli totali si 1,176 mg/mL
antocianine totale.

Tabel 3.1. Tehnici de extractie pentru obtinerea compusilor polifenolici din
tescovina de struguri

Metoda de
extractie

Materii prime

Compusii principali
identificati

Continut fenolic

Referinta

EAU (etanol, 25 kHz,
20°C, 60 min)

Agiorgitiko -
tescovina de
struguri rosii

Delfinidina, Malvidin-3-
0-glucozida, Miricetina,
Quercetina

TPC: 438.984 +
4034 ppm GAE

(Drosou C. et
al., 2015)

EAU (Temperatura:
80 °C, Timp: 4 min)
si SFE

tescovina de
struguri rosii

Proantocianidine

TPC: 3493 + 61 mg
GAE/100 g DW

(Da Porto C.
etal., 2015)

EAU (Frecventa:
2458 MHz, Densitate
de putere: 1000
W/L, Timp: 30 min,
Temperatura: 28 + 3

tescovina de
struguri cu pielita
rosie

Malvidin-3-0-glucozida,
Quercetina, Catechina,
Miricetina

TPC: 104 mg GAE/g

(CaldasT.W.
etal., 2018)

“C)
MAE (Timp: 10 min, Tescovina de
Putere: 93 W, strueuri Flavanoli, Quercetina, TPC: 1,21 £ 0,04 (Garrido T.et
Temperatura: 24 + 1 g Kaempferol, Acid galic mg GAE/mL al., 2019)
e Chardonnay

Extractie subcritica
cu apa (Timp: 10
min, Presiune: 10,34
MPa) si NaDES

Tescovina de
struguri rosii

Catechina,
Epicatechina,
Procianidine,

Resveratrol

Catechina si
epicatechina:
crestere de 45,05%
si 47,98%

(Loarce L. et
al., 2020)
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Extractie subcritica
cu apa
(Temperatura: 100-
200 °C, Presiune: 25
x 10 5 Pa)

Tescovina de
struguri (soiuri
rosii si albe)

Acid galic, procianidine,
malvidin-3-0-glucozida

TPC: 11,67 + 1,67-
72,52 + 2,43 mg/g
DW

(Yammine S.
et al., 2020)

UAE (Temperatura:
80 °C, Timp: 30
min) si B-CD

Tescovina de
struguri Muscat

Acid galic, Catechina,
Quercetina

TPC: 57,47 mg
GAE/g DW

(Alibante A.
etal., 2021)

EAU (Temperatura:
20 °C, Timp: 30
min) si hidrodifuzia
cu microunde si
gravitatia (MHG)
(Temperatura: 80
°C, Timp: 10 min,
Densitate de putere:
2 W/g) cu extractia
in faza solida (SPE)

Tescovina de
struguri Aglianico

Catechina, clorura de
malvidin-3-0-glucozida,
clorura de cianidina

TPC: de 6,5 pana la
8,5 ori mai mare in
MHG

(Crescente G.
etal., 2023)

UAE (Solvent:
metanol acidifiat cu

Antocianine

1442,7 mg/100 g

acid formic (95, 98, | Coaja de struguri monor'nel.'1ce tqtale DW;
Antocianine acilate (Zheng L. et
100%) Cabernet totale 663,1 mg/100 g al., 2010)
Timp: 30, 60, 90 min Sauvignon - L DW; v
Temperaturs: 25 Antocianine polimerice
30, 35 °C) totale 30,4 mg/100 g DW.
« Tescovina de
UAE (apa, 55 +5 . (Gonzalez-
struguri Syrah Polifenoli totali 770,9 £ 77,5 mg Centeno M.R.

kHz, 435 + 5 W/L,
50 °C, 60 min)

(pielite +
seminte)

GAE/100 g DW

etal., 2015)

UAE + DES (solvent
eutectic CM-6)

Coaja de struguri
Campbell Early

Antocianine totale

63,36 mg/g

(Jeong K.M.
etal., 2015)

UMWE + NADES (300
W, 50 W, 10 min)

Tescovina de
struguri (Vitis
vinifera cv. Plavac
mali)

Polifenoli totali,
antocianine, catehina,
quercetina, acid galic

2892,07 + 60,12
mg/kg DW
polifenoli totali

(Panic M. et
al., 2019)

UAE (40 kHz, 160 W,
30 min, etanol 50%)

Tescovina de
struguri (Vitis
vinifera L.)

Antocianine totale

Continut initial in
materia prima:
10,71 mg/g
substanta uscata;
concentratia
maxima in extract:
0,479 mg/mL la
65°C

(Bonfigli M.,
etal., 2017)
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3.2.3. Metode de caracterizare si analizd a polifenolilor

Polifenolii reprezinta o clasa complexa de metaboliti secundari de origine
vegetala, caracterizati prin prezenta a una sau mai multe grupe hidroxil atasate la inele
aromatice. Acestia includ flavonoide, acizi fenolici, taninuri, stilbeni si lignani, fiecare
categorie avand structuri chimice si proprietati fizico-chimice distincte. Datorita
diversitatii structurale ridicate si instabilitatii relative in anumite conditii de mediu,
analiza polifenolilor necesita metode complementare, atat calitative, cat si
cantitative.

Caracterizarea corecta a polifenolilor este esentiala in domenii precum stiinta
alimentelor, farmacie, nutritie si chimia mediului, deoarece acesti compusi sunt
asociati cu activitati biologice importante (antioxidanta, antiinflamatoare,
antimicrobiana si anticancerigena). Din acest motiv, dezvoltarea si optimizarea
metodelor analitice reprezinta un domeniu activ de cercetare.

Metode spectrofotometrice de analiza

1. Spectroscopia UV VIS

Spectroscopia UV-Vis ocupa un loc central datorita simplitatii, rapiditatii si
capacitatii sale de a furniza informatii utile despre structura electronica a compusilor.
Aceasta tehnica se bazeaza pe absorbtia radiatiei ultraviolete si vizibile de catre
moleculele care contin sisteme conjugate, iar in cazul polifenolilor, aceste sisteme sunt
reprezentate in principal de inelele aromatice si de legaturile duble conjugate asociate.

Spectroscopia UV-Vis este utilizata in mod frecvent pentru identificarea grupelor
cromofore din structura polifenolilor, adica acele parti ale moleculei responsabile de
absorbtia luminii. Benzile de absorbtie observate in spectrele UV-Vis sunt asociate cu
tranzitiile electronice de tip m — m*, specifice sistemelor aromatice conjugate. Aceste
tranzitii reflecta promovarea electronilor din orbitalii m de legatura in orbitalii m* de
antilegatura, fenomen care este direct influentat de gradul de conjugare, de
substituentii prezenti in structura si de mediul chimic in care se afla compusul. Din
acest motiv, spectrele UV-Vis ale polifenolilor pot oferi informatii utile nu doar despre
prezenta acestora, ci si despre anumite caracteristici structurale generale, fiind adesea
utilizate in combinatie cu alte metode analitice pentru o caracterizare completa.

a. Determinarea continutului total de polifenoli (Folin-Ciocalteu)

Metoda Folin-Ciocalteu este una dintre cele mai utilizate metode pentru
evaluarea continutului total de polifenoli. Principiul se bazeaza pe reactia dintre
compusii fenolici si reactivul Folin-Ciocalteu, rezultand un complex colorat albastru
masurat spectrofotometric la 760-765 nm.

Desi este o metoda nespecifica (reactioneaza si cu alti compusi reducatori),
ramane standard in analiza preliminara a extractelor vegetale.

b. Metoda DPPH (2, 2-difenil-1-picrilhidrazil)

Metoda DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil) reprezinta una dintre cele mai
utilizate metode spectrofotometrice pentru evaluarea capacitatii antioxidante a
compusilor fenolici, fiind frecvent aplicata in studiile privind activitatea biologica a
extractelor vegetale. Principiul metodei se bazeaza pe utilizarea radicalului stabil
DPPHe, care prezinta o culoare violet intens datorita electronului neimperecheat
delocalizat pe intreaga structura moleculara. In prezenta unor compusi cu proprietati
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antioxidante, cum sunt polifenolii, acest radical este redus prin transfer de electroni
sau atomi de hidrogen, proces care conduce la decolorarea solutiei si la scaderea
absorbantei masurate spectrofotometric.

Determinarea se realizeaza, in mod obisnuit, la lungimea de unda de 517 nm,
unde forma oxidata a radicalului DPPH prezinta un maxim de absorbtie caracteristic.
Pe masura ce reactia de neutralizare a radicalului are loc, intensitatea semnalului scade
proportional cu capacitatea antioxidanta a probei analizate. Aceasta relatie permite
cuantificarea activitatii antioxidante intr-un mod relativ simplu si rapid, fara a necesita
echipamente complexe sau etape analitice laborioase.

Un parametru esential utilizat in interpretarea rezultatelor este ICs,, care
reprezinta concentratia de extract sau compus necesara pentru inhibarea a 50% din
radicalii DPPHe prezenti in sistemul de reactie. Acest indicator este utilizat frecvent
pentru compararea eficientei antioxidante intre diferite probe, valori mai mici ale ICs,
indicand o activitate antioxidanta mai ridicata. Din acest motiv, metoda DPPH este
considerata un instrument standard in screeningul preliminar al capacitatii antioxidante
a polifenolilor si al extractelor vegetale, fiind larg utilizata in cercetarea din domeniul
stiintei alimentelor, farmacologiei si chimiei produselor naturale.

c. Metoda ABTS

Metoda ABTS (2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonat)) este o tehnica
spectrofotometrica larg utilizata pentru evaluarea capacitatii antioxidante a
compusilor fenolici, fiind considerata o alternativa complementara si, in multe cazuri,
superioara metodei DPPH. Principiul metodei se bazeaza pe generarea radicalului
cation ABTS"e, un compus cromogenic stabil, de culoare albastru-verzui intens, care
absoarbe puternic in domeniul vizibil. Acest radical este obtinut, de regula, prin reactia
ABTS cu un agent oxidant, cum ar fi persulfatul de potasiu, formand un sistem radicalic
stabil utilizat ulterior in testarea capacitatii antioxidante.

In prezenta compusilor cu activitate antioxidanta, inclusiv a polifenolilor,
radicalul ABTS"« este redus prin mecanisme de transfer de electroni sau de hidrogen,
ceea ce conduce la decolorarea progresiva a solutiei. Aceasta diminuare a intensitatii
culorii este monitorizata spectrofotometric, de obicei la o lungime de unda de
aproximativ 734 nm, unde radicalul prezinta un maxim de absorbtie caracteristic.
Gradul de decolorare este direct proportional cu capacitatea antioxidanta a probei
analizate, permitand astfel cuantificarea activitatii antioxidante intr-un mod
reproductibil si relativ rapid.

Un avantaj important al metodei ABTS consta in sensibilitatea sa ridicata, care
permite detectarea chiar si a concentratiilor scazute de antioxidanti. In plus, spre
deosebire de metoda DPPH, ABTS este aplicabila atat compusilor hidrofili, cat si celor
lipofili, ceea ce i confera o versatilitate mai mare in analiza extractelor complexe de
origine vegetala sau alimentara. Aceasta caracteristica este deosebit de importanta in
cazul polifenolilor, care prezinta o diversitate structurala semnificativa si o gama larga
de polaritati, influentand astfel solubilitatea si comportamentul lor in sisteme de
reactie. Din aceste motive, metoda ABTS este frecvent utilizata in studii comparative
ale capacitatii antioxidante si in evaluarea globala a activitatii biologice a extractelor
bogate in compusi fenolici.
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d. Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power)

Metoda FRAP (Ferric Reducing Antioxidant Power) reprezinta o tehnica
spectrofotometrica utilizata pe scara larga pentru evaluarea capacitatii antioxidante a
compusilor fenolici, fiind fundamentata pe proprietatea acestora de a actiona ca agenti
reducatori. Principiul metodei consta in reducerea ionilor ferici (Fe3*) la ioni ferosi
(Fe?*) in prezenta antioxidantilor din proba, proces care conduce la formarea unui
complex colorat intens, usor de cuantificat spectrofotometric. in mod obisnuit,
complexul format are o culoare albastru intens, iar intensitatea acesteia este direct
proportionala cu puterea reducatoare a probei analizate.

Determinarea se realizeaza prin masurarea absorbtiei spectrofotometrice la o
lungime de unda specifica, corespunzatoare complexului Fe?* format in reactie. Cu cat
capacitatea antioxidanta a probei este mai mare, cu atat reducerea ionilor Fe3* este
mai intensa, ceea ce se reflecta intr-o crestere a semnalului spectrofotometric. Aceasta
relatie permite cuantificarea relativ simpla si rapida a capacitatii antioxidante totale,
fiind frecvent utilizata in analiza extractelor vegetale bogate in polifenoli.

Un avantaj important al metodei FRAP il constituie rapiditatea si
reproductibilitatea ridicata a rezultatelor, ceea ce o face adecvata pentru analize
comparative si screening de rutina in studiile de laborator. In plus, metoda nu necesita
echipamente complexe sau etape experimentale dificile, ceea ce contribuie la
utilizarea sa extinsa in cercetarea din domeniul stiintei alimentelor si al chimiei
produselor naturale.

Totusi, o limitare esentiala a metodei FRAP este faptul ca aceasta reflecta
exclusiv mecanismul de reducere a ionilor metalici, fara a evalua alte mecanisme
antioxidante importante, cum ar fi neutralizarea radicalilor liberi prin transfer de
hidrogen sau captarea speciilor reactive de oxigen. Din acest motiv, rezultatele
obtinute prin FRAP sunt adesea interpretate impreuna cu cele provenite din alte
metode antioxidante, precum DPPH sau ABTS, pentru a obtine o imagine completa
asupra activitatii antioxidante a polifenolilor.

2, Spectroscopia infrarosu (FTIR)

Spectroscopia in infrarosu cu transformare Fourier (FTIR) reprezinta o tehnica
analitica fundamentala in caracterizarea structurala a compusilor organici, inclusiv a
polifenolilor, datorita capacitatii sale de a oferi informatii rapide si precise privind
gruparile functionale prezente in molecula. Principiul metodei se bazeaza pe absorbtia
radiatiei mfrarosn de catre legaturile chimice, ceea ce determina tranzitii v1brat10nale
spec1f1ce fiecirui tip de legatura sau grupare functionala. In cazul pol1fenolllor FTIR
este deosebit de utila deoarece acestia prezinta o varietate de grupari functionale
caracteristice, care genereaza benzi de absorbtie bine definite in spectrul infrarosu.

Una dintre cele mai importante regiuni spectrale in analiza polifenolilor este
asociata gruparilor hidroxil (-OH), care genereaza benzi de absorbtie largi in intervalul
3200-3600 cm™'. Aceste benzi sunt rezultatul vibratiilor de intindere ale legaturilor O-
H, iar largimea lor este determinata de fenomenul de legaturi de hidrogen inter- si
intramoleculare, foarte frecvent intalnite in structurile polifenolice. Prezenta acestor
semnale este un indicator important al continutului fenolic si contribuie la identificarea
generala a compusilor din aceasta clasa.
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in plus, FTIR permite evidentierea legaturilor carbonil (C=0), care apar frecvent
in structura acizilor fenolici, flavonoidelor oxidate sau a esterilor fenolici. Aceste
grupari prezinta benzi de absorbtie intense in regiunea specifica vibratiilor de intindere
ale legaturii C=0, oferind informatii importante despre gradul de oxidare si despre tipul
de derivati fenolici prezenti in proba. De asemenea, structurile aromatice
caracteristice polifenolilor sunt evidentiate prin benzile corespunzatoare vibratiilor de
intindere ale legaturilor C=C din nucleele benzenice, aceste semnale fiind esentiale
pentru confirmarea prezentei sistemelor aromatice conjugate.

Datorita acestor caracteristici, FTIR este considerata o metoda rapida, eficienta
si non-distructiva, ceea ce o face extrem de utila in analiza preliminara a extractelor
vegetale sau a produselor alimentare. Un avantaj major il constituie posibilitatea
utilizarii sale pentru fingerprinting molecular, adica obtinerea unui ,amprenta
spectrala” specifica fiecarei probe, care poate fi utilizata pentru compararea,
clasificarea si identificarea rapida a diferitelor extracte bogate in polifenoli. Aceasta
abordare este frecvent utilizata in controlul calitatii, autentificarea produselor
naturale si in studiile de tip chemometric, unde FTIR este adesea combinata cu metode
statistice pentru discriminarea probelor in functie de compozitia lor fenolica.

3. Spectroscopia Raman

Spectroscopia Raman reprezinta o tehnica spectroscopica avansata, utilizata pe
scara larga in caracterizarea structurala a compusilor organici, inclusiv a polifenolilor,
datorita capacitatii sale de a furniza informatii complementare fata de spectroscopia
in infrarosu (FTIR). Principiul metodei se bazeaza pe efectul Raman, care consta in
imprastierea inelastica a radiatiei monocromatice, de regula laser, atunci cand aceasta
interactioneaza cu moleculele probei. In urma acestei interactiuni, o mica parte din
radlatla imprastiata sufera modificari de energie corespunzatoare tranzitiilor
vibrationale ale moleculelor, generand un spectru caracteristic fiecarui compus sau
sistem molecular.

In analiza polifenolilor, spectroscopia Raman este deosebit de valoroasa
deoarece ofera informatii detaliate despre structurile aromatice, care constituie
elementul central al acestor compusi. Benzile Raman sunt sensibile la vibratiile
legaturilor C=C din nucleele benzenice, precum si la modul in care aceste sisteme
aromatice sunt substituite si conjugate. Astfel, variatiile spectrale pot reflecta
diferente structurale fine intre diversi polifenoli, cum ar fi flavonoidele, acizii fenolici
sau taninurile, permitand o caracterizare mai precisa a compozitiei chimice.

Un alt aspect important al spectroscopiei Raman il reprezinta capacitatea sa de
a furniza informatii privind interactiunile moleculare, inclusiv legaturi de hidrogen si
efecte de conjugare electronica, care influenteaza intensitatea si pozitia benzilor
spectrale. Acest lucru este deosebit de relevant in cazul polifenolilor, unde
interactiunile intermoleculare joaca un rol esential in stabilitatea si activitatea
biologica a compusilor. Comparativ cu FTIR, spectroscopia Raman este mai putin
afectata de apa din probe, ceea ce o face extrem de utila in analiza sistemelor apoase
sau a materialelor biologice complexe.

Datorita acestor caracteristici, spectroscopia Raman este frecvent utilizata in
analiza solidelor, pulberilor §i materialelor complexe, inclusiv extracte vegetale
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nepurificate sau produse alimentare minim procesate. Capacitatea de a analiza probele
fara o pregatire extinsa si fara distrugerea acestora reprezinta un avantaj major, mai
ales in studiile de autenticitate, control al calitatii si caracterizare rapida a produselor
naturale bogate in polifenoli. in plus, atunci cAnd este combinatd cu metode
chemometrice, spectroscopia Raman permite clasificarea si discriminarea probelor pe
baza profilului lor molecular, oferind o perspectiva integrata asupra compozitiei
fenolice.

4, Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (NMR)

Spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (NMR - Nuclear Magnetic
Resonance) reprezinta una dintre cele mai avansate si informative tehnici utilizate in
elucidarea structurala a compusilor organici, inclusiv a polifenolilor. Aceasta metoda
se bazeaza pe proprietatea anumitor nuclee atomice, in special protonii ('H) si
carbonul-13 (13C), de a interactiona cu un camp magnetic extern si de a absorbi energie
in domeniul radiofrecventei. Semnalele obtinute sunt extrem de sensibile la mediul
chimic al fiecarui nucleu, ceea ce permite obtinerea unor informatii detaliate despre
structura moleculara, conectivitate si conf1gurat1e

n analiza polifenolilor, spectroscopia NMR este esentiala pentru identificarea
precisa a structurii moleculare, fiind considerata o tehnica de referinta in confirmarea
compusilor izolati. Printre cele mai utilizate tipuri de analize se numara spectroscopia
'H-NMR, care ofera informatii despre protonii din molecula, inclusiv pozitia acestora in
raport cu gruparile functionale si sistemele aromatice. De asemenea, spectroscopia
13C-NMR furnizeaza informatii privind atomii de carbon, permitand diferentierea intre
tipuri de carbon (aromatic, carbonilic, alifatic) si contribuind la conturarea scheletului
molecular al polifenolilor.

Pentru o caracterizare structurala completa sunt frecvent utilizate tehnicile
bidimensionale de tip COSY, HSQC si HMBC. Aceste metode avansate permit corelarea
semnalelor intre nuclei diferiti, oferind informatii despre cuplajele spin-spin si despre
conectivitatea dintre atomi. in cazul pol1fenol1lor aceste tehnici sunt extrem de utile
pentru determinarea pozitiei gruparilor hidroxil pe nucleele aromatice, pentru
identificarea scheletului flavonoidic si pentru stabilirea relatiilor structurale dintre
diferitele unitati fenolice.

Unul dintre principalele avantaje ale spectroscopiei NMR consta in capacitatea
sa de a furniza informatii extrem de detaliate despre structura moleculara, inclusiv
despre aranjamentul spatial al atomilor. Aceasta caracteristica permite nu doar
identificarea compusilor, ci si elucidarea stereochimiei, aspect esential in cazul
polifenolilor care pot prezenta izomerie spatiala cu impact asupra activitatii biologice.
Din acest motiv, NMR este considerata indispensabila in studiile de caracterizare a
compusilor purificati, fiind utilizata pe scara larga in chimia produselor naturale si in
dezvoltarea de standarde analitice. A

Cu toate acestea, metoda prezinta si anumite limitari importante. In primul
rand, necesita cantitati relativ mari de substanta pura, ceea ce poate reprezenta o
dificultate in cazul compus1lor prezenti in concentratii scazute in matrici vegetale
complexe. in plus, echipamentele NMR sunt costisitoare, atat din punct de vedere al
achizitiei, cat si al intretinerii si operarii, ceea ce limiteaza accesibilitatea acestei
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tehnici la laboratoare specializate. Din aceste motive, NMR este utilizata in principal
ca metoda de confirmare structurala, complementara tehnicilor cromatografice si
spectroscopice de separare si detectie.

Metode cromatografice de separare si identificare

Metodele cromatografice sunt esentiale pentru separarea si identificarea
individuala a polifenolilor din amestecuri complexe.

Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC)

Cromatografia lichida de inalta performanta (HPLC - High Performance Liquid
Chromatography) reprezinta una dintre cele mai importante si utilizate tehnici analitice
in domeniul chimiei compusilor naturali, fiind considerata metoda de referinta pentru
analiza polifenolilor din matrici complexe. Aceasta tehnica permite separarea eficienta
a compusilor individuali din amestecuri vegetale complexe, urmata de identificarea si
cuantificarea lor cu un grad ridicat de precizie. Datorita diversitatii structurale a
polifenolilor si a comportamentului lor chimic variabil, HPLC ofera un instrument
indispensabil pentru evaluarea profilului fenolic din probe alimentare, farmaceutice
sau biologice.

Unul dintre principalele avantaje ale acestei metode consta in rezolutia ridicata,
care permite separarea chiar si a compusilor cu structuri foarte asemanatoare, cum
este cazul izomerilor flavonoidici sau al derivatilor de acizi fenolici. Aceasta
performanté este esentiala in analiza polifenolilor, avand in vedere ca acestia apar
frecvent in amestecuri complexe si pot avea proprietati biologice diferite in functle de
structura lor exacta. in plus, HPLC prezinta o sensibilitate ridicata, ceea ce permite
detectarea unor concentratii foarte mici de compusi fenolici, aspect deosebit de
important in probele biologice sau in produsele alimentare procesate, unde
concentratiile pot fi reduse semnificativ prin degradare sau transformare chimica. Un
alt avantaj major il constituie reproductibilitatea excelenta a rezultatelor, ceea ce
face ca metoda sa fie adecvata atat pentru cercetare fundamentala, cat si pentru
aplicatii de control al calitatii in industrie.

Detectia compusilor separati prin HPLC se realizeaza, in mod frecvent, prin
utilizarea mai multor tipuri de detectoare, fiecare avand avantaje specifice in functie
de natura analitului si de scopul analizei. Cel mai utilizat este detectorul UV-Vis,
datorita faptului ca majoritatea polifenolilor prezinta sisteme conjugate capabile sa
absoarba radiatie ultravioleta sau vizibila, ceea ce permite monitorizarea lor eficienta.
in aplicatiile mai avansate este utilizat detectorul cu retea de diode (DAD - Diode Array
Detector), care ofera avantajul inregistrarii spectrelor complete de absorbtie pentru
fiecare compus separat, facilitand astfel identificarea mai precisa si diferentierea intre
substante cu spectre similare. De asemenea, in cazul anumitor compusi fenolici cu
fluorescenta naturala sau dupa derivatizare, se poate utiliza detectorul fluorescent,
care ofera o sensibilitate superioara si limite de detectie mai scazute comparativ cu
metodele spectrofotometrice conventionale.

Un element esential al separarii cromatografice il constituie faza mobila, a carei
compozitie mfluenteaza direct eficienta, selectivitatea si durata analizei. In analiza
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polifenolilor, fazele mobile sunt in mod frecvent constituite din amestecuri de apa
acidificata cu acizi organici slabi, precum acidul formic sau acidul acetic, combinate
cu solventi organici miscibili cu apa, in special acetonitrilul sau metanolul. Acidifierea
fazei apoase are rolul de a stabiliza compusii fenolici si de a imbunatati forma picurilor
cromatografice prin reducerea interactiunilor secundare cu faza stationara, in timp ce
solventii organici contribuie la reglarea polaritatii sistemului si la eluentarea controlata
a compusilor in functie de hidrofobicitatea lor. Alegerea corecta a compozitiei fazei
mobile, impreuna cu optimizarea gradientului de elutie, reprezinta un aspect critic
pentru obtinerea unei separari eficiente si pentru o cuantificare precisa a polifenolilor
din probe complexe.Fazele mobile utilizate includ amestecuri de apa acidificata cu acid
formic sau acetic si solventi organici precum acetonitril sau metanol.

b. Cromatografia lichida cu spectrometrie de masa (LC-MS)

Cromatografia lichida cuplata cu spectrometria de masa (LC-MS) combina eficienta
separarii cromatografice oferite de HPLC cu capacitatea de identificare structurala
specifica spectrometriei de masa. Aceasta cuplare instrumentala permite nu doar
separarea componentelor din amestecuri complexe, ci si obtinerea de informatii
detaliate privind masa moleculara, structura fragmentara si, implicit, natura chimica a
compusilor analizati. Din acest motiv, LC-MS este considerata o metoda esentiala in
metabolomica, fitochimie si analiza alimentelor, in special in studiul polifenolilor, unde
diversitatea structurala este foarte ridicata.

Unul dintre cele mai importante avantaje ale acestei tehnici consta in
capacitatea sa de a identifica metaboliti necunoscuti. In multe extracte vegetale, o
proportie semnificativa a compusilor fenolici nu este standardizata sau nu dispune de
standarde comerciale disponibile, ceea ce face dificila identificarea lor prin metode
clasice. Spectrometria de masa permite determinarea masei moleculare exacte si
compararea modelelor de fragmentare, ceea ce ofera indicii valoroase pentru
elucidarea identitatii acestor compusi. In plus, LC-MS este extrem de utila pentru
elucidarea structurii compusilor, deoarece analiza fragmentelor ionice rezultate in
urma procesului de ionizare ofera informatii despre modul de legare al gruparilor
functionale, despre pozitia substituentilor si despre tipul de schelet molecular, aspecte
esentiale in clasificarea polifenolilor.

De asemenea, aceasta tehnica este deosebit de valoroasa in analiza urmelor de
polifenoli, datorita sensibilitatii sale foarte ridicate. LC-MS poate detecta concentratii
extrem de mici de compusi, chiar si in matrice complexe, unde metodele
spectrofotometrice sau cromatografice clasice nu ar fi suficient de performante.
Aceasta caracteristica o face indispensabila in studiile privind biodisponibilitatea
polifenolilor, metabolizarea acestora in organismele vii sau evaluarea contaminarii si
degradarii in produse alimentare procesate.

In practica analitica moderna, una dintre cele mai importante dezvoltari este
reprezentata de tehnicile LC-MS/MS, cunoscute si sub denumirea de spectrometrie de
masa in tandem. Aceste sisteme utilizeaza doua sau mai multe etape de analiza de
masa, permitand selectarea unor ioni precursori specifici, care sunt apoi fragmentati
controlat pentru a genera ioni produs. Acest proces de fragmentare controlata ofera
informatii structurale mult mai detaliate comparativ cu LC-MS simplu, facilitand
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identificarea precisa a compusilor chiar si in cazurile in care acestia au mase moleculare

similare sau structuri izomere. Prin urmare, LC-MS/MS este considerata una dintre cele

mai puternice tehnici actuale pentru analiza calitativa si cantitativa a polifenolilor,

fiind utilizata pe scara larga in cercetarea avansata si in aplicatii de control al calitatii..
c. Cromatografia gazoasa (GC-MS)

Cromatografia gazoasa cuplata cu spectrometria de masa (GC-MS) reprezinta o
tehnica analitica de mare sensibilitate, utilizata in special pentru analiza compusilor
volatili sau a celor care pot fi transformati in derivati volatili prin procese de
derivatizare chimicd. Tn cazul polifenolilor, aceasta etapa de derivatizare este
esentiala, deoarece majoritatea acestor compusi au caracter polar si nevolatil, ceea ce
ii face incompatibili in forma lor nativa cu analiza prin cromatografie gazoasa. Din acest
motiv, inainte de analiza, polifenolii sunt adesea supusi unor reactii chimice de
modificare structurala, cea mai frecvent utilizata fiind sililarea, prin care gruparile
hidroxil sunt transformate in derivati sililati mai stabili si mai volatili. Aceasta
modificare permite introducerea compusilor in sistemul GC si separarea lor eficienta
pe baza volatilitatii si a interactiunilor cu faza stationara.

Desi aplicabilitatea GC-MS in studiul polifenolilor este mai limitata comparativ
cu LC-MS, aceasta tehnica este deosebit de utila in analiza unor compusi fenolici simpli,
precum si a anumitor metaboliti volatili rezultati din degradarea sau transformarea
compu51lor fenolici in conditii blologlce sau tehnologlce In astfel de cazuri, GC-MS
ofera o rezolutie foarte bun3 si o identificare structurala precisa, datorita spectrelor
de masa caracteristice fiecarui compus si a bazelor de date extinse disponibile pentru
comparare. Astfel, tehnica este utilizata frecvent in studii de volatilitate, degradare
termica, fermentatie sau procesare termica a produselor vegetale, unde pot aparea
derivati fenolici volatili.

3.2.4. Aplicatiile compusilor polifenolici extrasi din tescovina de struguri

Tescovina, este recunoscuta in prezent ca o sursa valoroasa de compusi bioactivi,
in special polifenoli, flavonoide, antocianine, taninuri si resveratrol. Datorita
activitatilor antioxidante, antimicrobiene, antiinflamatoare si protectoare asupra
celulelor, extractele obtinute din aceste subproduse vitivinicole sunt utilizate in
industria alimentara, farmaceutlca cosmetica si agricola.

In industria alimentar3, compusii pol1fenol1c1 extrasi din tescovina de struguri
sunt utilizati ca ingrediente functionale si conservanti naturali. Proprietatile
antioxidante ale acestor compusi contribuie la reducerea proceselor oxidative care
afecteaza calitatea produselor alimentare, precum rancezirea lipidelor si degradarea
pigmentilor naturali. Din acest motiv, extractele bogate in polifenoli pot fi incorporate
in diferite produse alimentare pentru a prelungi durata de valabilitate si pentru a
reduce utilizarea aditivilor sintetici. In plus, antocianinele extrase din pielitele
strugurilor sunt utilizate drept coloranti naturali, reprezentand o alternativa
sustenabila la colorantii artificiali utilizati in industria alimentara. Totodata, tescovina
si extractele sale sunt utilizate pentru dezvoltarea alimentelor functionale si a
suplimentelor nutritive, datorita continutului ridicat de compusi cu efect benefic
asupra sanatatii.
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In domeniul farmaceutic si biomedical, polifenolii din tescovina de struguri sunt
intens studiati pentru efectele lor terapeutice. Numeroase cercetari au evidentiat
capacitatea acestor compusi de a reduce stresul oxidativ si procesele inflamatorii
implicate in aparitia diferitelor boli cronice. Resveratrolul, unul dintre cei mai
cunoscuti compusi fenolici din struguri, este asociat cu efecte cardioprotectoare,
neuroprotectoare si anticancerigene. De asemenea, flavonoidele si taninurile
contribuie la protectia celulelor impotriva radicalilor liberi si pot sustine functionarea
normala a sistemului cardiovascular si imunitar. Datorita acestor proprietati, extractele
din tescovina sunt utilizate pentru obtinerea suplimentelor alimentare si reprezinta un
domeniu de interes pentru dezvoltarea unor produse farmaceutice naturale.

Extractele din tescovina de struguri sunt bogate in flavonoide, stilbeni, lignani si
acizi fenolici, compusi capabili sa neutralizeze radicalii liberi si sa stimuleze enzimele
antioxidante celulare, precum catalaza, superoxid-dismutaza si glutation peroxidaza.
Studiile in vitro au evidentiat reduceri dependente de doza ale speciilor reactive de
oxigen, mandialdehidei si substantelor reactive cu acid tiobarbituric, in timp ce
modelele in vivo raporteaza cresteri ale activitatii enzimelor antioxidante si reglarea
expresiei genei eNOS (Chedea si colab., 2022).

Tescovina de struguri ar putea chiar sa reduca nivelurile de prostaglandine,
interleukine si alti mediatori proinflamatori, anumite studii pe animale confirmand
diminuarea 1nflamat1e1 tisulare si a edemului (Bocsan si colab., 2022).

in plus, pollfenoln din tescovina de struguri pot oferi protectie impotriva
trombozei prin blocarea factorului activator plachetar si reducerea agregarii
plachetare. Recenziile clinice sugereaza ca consumul de GP este asociat cu ameliorarea
profilului lipidic, imbunatatirea functiei endoteliale si reducerea riscului de boala
ischemica cardiaca (Machado si colab., 2024).

n lumenul intestinal, compusii fenollc1 ar putea sa moduleze hormonii intestinali
si sa contribuie la mentinerea integritatii barierei intestinale, favorizand in acelasi timp
o microbiota orientata spre productia de acizi grasi cu lant scurt. Aceste actiuni sprijina
reglarea absorbtiei glucidelor si lipidelor, participand la efecte antidiabetice si
impotriva obezitatii (Taladrid si colab., 2023).

Tescovina de struguri ar putea prin continutul de quercetina, kaempferol si acid
galic sa atenueze formarea B-amiloidului, de a inhiba expresia protooncogenelor si de
a exercita activitate antimicrobiana, sugerand relevanta in preventia si tratamentul
afectiunilor neurodegenerative, al cancerului si al infectiilor (Machado si colab., 2024;
Abreu si colab., 2025).

Industria cosmetica utilizeaza din ce in ce mai frecvent extractele polifenolice
provenite din subproduse vitivinicole datorita efectelor antioxidante si antiimbatranire.
Radicalii liberi si stresul oxidativ sunt printre principalii factori implicati in procesul de
imbatranire a pielii, iar compusii fenolici contribuie la protejarea celulelor si la
mentinerea elasticitatii tesuturilor. Extractele bogate in resveratrol, antocianine si
flavonoide sunt incluse in compozitia cremelor, serurilor si produselor dermato-
cosmetice destinate hidratarii si protectiei pielii. in plus, proprletatﬂe antimicrobiene
s1 antnnflamatoare ale acestor compusi favor1zeaza ut1l1zarea lor in produse destinate
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In agricultura, valorificarea tescovinei de struguri si a compusilor bioactivi
extrasi din aceasta contribuie la dezvoltarea practicilor agricole sustenabile. Extractele
bogate in polifenoli si taninuri pot fi utilizate in formularea biostimulatorilor si a
produselor naturale pentru protectia plantelor. Aceste substante contribuie la
cresterea rezistentei culturilor impotriva stresului abiotic si biotic, reducand
dependenta de produsele chimice de sinteza. Totodata, reziduurile rezultate dupa
extractia compusilor bioactivi pot fi reutilizate ca amendamente organice sau surse de
materie organica pentru imbunatatirea fertilitatii solului.

Valorificarea compusilor polifenolici extrasi din tescovina de struguri reprezinta
un exemplu important de aplicare a principiilor economiei circulare in industria
agroalimentara. Transformarea acestor reziduuri in produse cu valoare adaugata
ridicata contribuie atat la reducerea impactului asupra mediului, cat si la dezvoltarea
unor solutii inovatoare si sustenabile pentru multiple sectoare industriale.

Cele mai importante utilizari identificate la nivel industrial sunt:
1. utilizarea in industria alimentara:

a. conservanti naturali;

b. coloranti naturali;

c. ingrediente functionale;

d. ambalaje active biodegradabile;
2. utilizarea in industria farmaceutica:

a. suplimente antioxidante;

b. produse antiinflatoare;

c. compusi cu potential anticancerigen;
3. utilizarea in cosmetica:

a. creme anti-aging;

b. produse fotoprotectoare;

c. ingrediente antioxidante;
4. utilizarea in agricultura:

a. biostimulatori;

b. biofertilizanti;

c. biopesticide.
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4. Obtinerea si caracterizarea tescovinei din struguri pentru
valorificare ca ingredient bioactiv alimentar

4.1. Materia prima si tehnologia de cultura

Plantatia viticola din care provine tescovina soiurilor Cabernet Sauvignon si Muscat
Ottonel se incadreaza in categoria plantatiilor viticole clasice. Schema de plantare este
de 2,2 m intre randuri si 1 m intre plante pe rand, rezultand o densitate de 4545
plante/ha. Sistemul de taiere utilizat este Guyot cu cap inaltat, cu o incarcatura de
rodire de aproximativ 18 ochi pe butuc.

Tehnologia de cultura aplicata este una neconventionala, ce include efectuarea a
opt tratamente fitosanitare pe parcursul perioadei de vegetatie. Intretmerea solului
este realizata prin mentinerea ogorului negru: patru lucrari de frezare pe rand si o
frezare urmata de trei cosiri intre randuri. Lucrarile in verde au fost efectuate
mecanizat in doua treceri, iar recoltatul strugurilor s-a realizat manual, la maturitatea
deplina, pentru a asigura integritatea boabelor si calitatea materiei prime.

4.2. Tehnologia de prelucrare
Muscat Ottonel

Strugurii au fost recoltati la temperaturi sub 25°C pentru a preveni pierderile de
compusi aromatici caracteristici soiului. In aproximativ o ora de la recoltare, strugurn
au intrat in fluxul tehnologic de vinificatie, fiind supusi unei etape de preracire pana la
o temperatura sub 20°C.

Ulterior, strugurii au fost zdrobiti si desciorchinati, mustuiala fiind supusa unei
macerari-fermentari pe pielite cu durata scurta (24 h) pentru favorizarea extractiei
compusilor aromatici. A urmat etapa de presare, rezultdand mustul si tescovina
proaspata. Mustul a parcurs apoi etapele tehnologice standard de vinificare:
fermentatia alcoolica, transvazarile succesive, limpezirea naturala si tratamentele de
conditionare si stabilizare.

Tescovina rezultata a fost colectata si pregatita pentru analize fizico-chimice si
senzoriale (umiditate, aciditate, compusi fenolici etc.).
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Fig. 4.2. Tescovina Muscat Ottonel - Crama Dradara- Mocrea, judetul Arad

Strugurii au fost recoltati la temperaturi sub 25°C, dupa care au fost introdusi in
fluxul tehnologic specific vinurilor rosii. Ca si in cazul vinurilor albe, procesul a debutat
cu preracirea materiei prime pana la valori sub 20°C, urmata de zdrobire si
desciorchinare.

Mustuiala a fost transferata in cisterne de macerare-fermentare, unde a fost
mentinuta pe bostina timp de 10 zile pentru a asigura extractia optima a compusilor
fenolici si a pigmentilor antocianici. In aceasta etapa s-a desfasurat si fermentatia
malolactica, etapa esentiala pentru obtinerea stabilitatii microbiologice si a profilului
senzorial tipic soiului.

Fig. 4.3. Soiul Cabernet Sauvignon
Dupa finalizarea macerarii-fermentarii, s-a procedat la presarea bostinii si

separarea mustului fermentat de tescovina. Tescovina rezultata a fost preluata pentru
analize de laborator, vizand caracterizarea compozitionala.
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Mustul/vinul in curs de fermentare a continuat fluxul tehnologic: finalizarea
fermentatiei alcoolice si malolactice, transvazari succesive pentru limpezire, urmate
de tratamente de stabilizare si conditionare in vederea obtinerii vinului finit.

Feteasca alba

Este un soi autohton romanesc, cultivat pe scara larga in principalele podgorii
ale tarii, precum lasi, Tarnave, Dealu Mare, Cotnari si Alba. Este un soi semitimpuriu,
cu o capacitate productiva constanta, avand boabe mici spre mijlocii, cu pielita subtire
si pulpa suculenta. Strugurii acumuleaza continuturi moderate spre ridicate de glucide
si mentin o aciditate echilibrata, ceea ce confera vinurilor obtinute finete, echilibru si
o aroma discreta, florala. Din punct de vedere al compozitiei, tescovina provenita din
acest soi prezinta un continut moderat de compusi fenolici, specifici soiurilor albe.
Riesling italian

Este un soi de origine vest-europeana, introdus de mult timp in cultura in
Romania si adaptat foarte bine la conditiile pedoclimatice locale. Se cultiva in special
in Tarnave, Banat, Dobrogea si Dealu Mare. Este un soi tardiv, cu boabe galben-verzui,
de dimensiuni mici spre mijlocii, si cu pielite subtiri. Prezinta o capacitate moderata
de acumulare a glucidelor si o aciditate ridicata, aspecte care determina obtinerea
unor vinuri seci, proaspete si echilibrate. Din punct de vedere tehnologic, tescovina de
Riesling contine proportii moderate de compusi fenolici, dar are o compozitie crescuta
in fibre vegetale si compusi cu actiune antioxidanta specifici soiurilor albe.
Feteasca neagra

Este un soi traditional romanesc, este considerata cea mai valoroasa varietate
autohtona pentru vinurile rosii. Se cultiva cu precadere in podgoriile din lasi, Dealu
Mare, Dragasani si Minis. Este un soi semitimpuriu, cu boabe mici, de culoare albastru-
negricioasa, acoperite de pruina abundenta si cu o pielita groasa, bogata in antociani
si taninuri. Strugurii au o capacitate buna de acumulare a glucidelor, mentinand
totodata o aciditate echilibrata. Tescovina rezultata din acest soi se remarca printr-un
continut ridicat de polifenoli si pigmenti naturali caracteristici care 1i confera o valoare
ridicata in procesele de valorificare a subproduselor vitivinicole.

4.3. Caracterizarea tescovinei de struguri

In cadrul cercetarilor au fost utilizate tescovinele de la trei soiuri de struguri,
reprezentative pentru viticultura romaneasca si anume: Feteasca alba, Riesling Italian
si Feteasca neagra. Aceste soiuri se disting prin originea lor, particularitatile
morfologice si compozitia chimica, care influenteaza direct calitatea vinurilor obtinute,
precum si caracteristicile subproduselor rezultate in urma procesarii.

In cazul tescovinei provenite de la strugurii de Feteasca neagra, literatura de
specialitate mentioneaza un continut ridicat de polifenoli (Tabel 3.2), cu
preponderenta antociani si taninuri inerente pielitelor groase si pigmentate ale
boabelor, ceea ce determina si o activitate antioxidanta ridicata. Astfel, tescovina
prezinta interes din punct de vedere al extragerii de coloranti naturali si de ingrediente
cu proprietati antioxidante, procese mentionate in diverse studii (Muncaciu si colab.,
2017; Onache si colab., 2022).
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Gestionarea necorespunzatoare a tescovinei poate genera probleme
semnificative de ordin ecologic si economic, ajungandu-se la poluarea solului si a apelor
subterane, precum si la riscuri pentru sanatatea ecosistemelor acvatice si a populatiilor
umane (Karastergiou si colab., 2024).

4.3.1. Optimizarea procesului de uscare a tescovinei

Strugurii (Vitis vinifera) se numara printre cele mai importante culturi fructifere
la nivel global, fiind cultivati pe aproximativ 7,2 milioane de hectare. Productia de vin
atinge aproximativ 258 milioane hectolitri, generand cantitati semnificative de
subproduse. Tescovina de struguri, principalul subprodus vitivinicol, reprezinta 20-30%
din masa totala a strugurilor, anual estimandu-se cantitati de circa 9 milioane de tone
(Abreu si colab., 2024; Karastergiou si colab., 2024).

Tescovina reprezinta o sursa importanta de compusi bioactivi, in special
polifenoli, acizi organici si fibre alimentare. Recuperarea acestor compusi depinde in
mod esential de modul in care tescovina este prelucrata si conservata imediat dupa
procesul de presare. Uscarea constituie una dintre cele mai eficiente metode de
stabilizare, permitand reducerea continutului de apa si prevenirea degradarii
microbiologice sau oxidative, fara a fi necesara utilizarea conservantilor chimici.

In cadrul acestei etape a cercetarilor, s-a urmarit optimizarea procesului de
uscare a tescovinei provenite din trei soiuri de struguri (Feteasca alba, Riesling si
Feteasca neagra), prin compararea continutului de polifenoli totali. Pentru fiecare soi,
tescovina a fost supusa uscarii la doua temperaturi diferite (45 si 55°C), in vederea
identificarii regimului termic care asigura cel mai bun compromis intre eficienta
procesului (timp redus de uscare) si pastrarea compusilor fenolici valorosi.

De asemenea, pentru a evalua influenta structurii materiei vegetale asupra
pierderilor de compusi bioactivi, s-au separat si pielitele din tescovina, care au fost
uscate doar la temperatura considerata optima, determinata in urma testelor
preliminare. Compararea rezultatelor intre probele de tescovina integrala si cele
formate exclusiv din pielite ofera o perspectiva suplimentara asupra modului in care
distributia componentelor solide influenteaza transferul de umiditate si stabilitatea
compusilor fenolici in timpul uscarii.

Prin aceasta abordare, se urmareste obtinerea unui proces tehnologic optim,
reproductibil si eficient energetic, care sa permita valorificarea superioara a tescovinei
ca aditiv functional in produse alimentare, datorita potentialului sau antioxidant.
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AN
Figura 4.4. Deshidrator de laborator
Tescovina din struguri albi si rosii (Tabel 4.1.) a fost furnizata de catre Statiunea
Didactica si de Cercetare-Dezvoltare pentru Viticultura si Pomicultura Pietroasa-Istrita
(din cadrul USAMV Bucuresti).

Tabel 4.1. Date privind tescovina procesata

Tescovina Data receptiei Cantitatea
receptionata
Feteasca alba 15.09.2025 5 kg
Riesling Italian 24.09.2025 30 kg
Feteasca neagra 28.10.2025 30 kg

Tescovina a fost recoltata imediat dupa obtinerea din procesul de productie al
vinului, iar pana la momentul prelucrarii si analizelor experimentale a fost pastrata la
congelator. Tescovina din struguri albi si rosii a fost uscata la un deshidrator Gorenje
(Figura 4.4.) la 2 temperaturi diferite (45 si 55°C), aparatul fiind incarcat cu aceeasi
cantitate de tescovina (cca 800g) distribuita pe cele cinci talere.

Dupé uscare si racire, tescovina a fost macinata cu moara Retsch GM 200 si apoi
pastrata in rec1p1ente de sticla inchise etans si acoperite cu folie de aluminiu (Figura

4.6), depozitate in loc racoros si ferit de lumina. in urma uscarii tescovinei si pielitelor
din struguri albi si rosii, s-a putut determina randamentul la uscare pentru fiecare
varianta in parte (Tabel 4.2).
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Tabel 4.2. Randamentul la uscare

Soi struguri Material vegetal Temperatura de Randament la
uscare (°C) uscare (%)
Feteasca alba Tescovina 45°C 45
Tescovina 55°C 47,5
Pielite 55°C 34,54
Riesling Italian Tescovina 45°C 51,39
Tescovina 55°C 50,78
Pielite 55°C 32,8
Feteasca neagra Tescovina 45°C 50,69
Tescovina 55°C 48,8
Pielite 55°C 42,35

Uscare
Tescovina struguri rosii »Tescovina uscata si
macinata

Figura 4.5. Tescovina de struguri albi si rosii inainte si dupa uscare si macinare
(USAMVB)
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Fig.4.7. Aspecte din etapa de prelucrare tescovina struguri Cabernet Sauvignon
(USVT)

4.3.2. Metode de analiza

Substanta uscatda/Umiditatea si polifenolii au fost determinati prin metodele
descrise anterior.

Antocianii au fost determinati printr-o metoda spectrofotometrica bazata pe
comportamentul diferit al antocianilor la pH variat, conform procedurii descrise de
Versari si colab. (2007). Se masoara variatia absorbantei culorii antocianilor la doua
valori de pH (0,6 si 3,5) in raport cu apa distilata. Dupa cantarirea si mojararea probelor
se face extractia antocianilor in etanol acidifiat cu acid clorhidric si in tampon citrat.
Se filtreaza si se citeste absorbanta la 520nm.

4.3.3. Rezultate si discutii

Conditiile de cultivare, incluzand locatia, tipul de sol, anul recoltarii si conditiile
de procesare pot influenta semnificativ continutul in compusi bioactivi ai tescovinei din
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struguri. Acest lucru poate fi decisiv in ceea ce priveste posibilitatea de utilizare in
produse alimentare ca ingredient functional.

Obiectivul prezentului studiu a fost stabilirea temperaturii optime de uscare a
tescovinei rezultate de la trei soiuri de struguri: Feteasca alba (FA), Riesling Italian (R)
si Feteasca neagra (FN).

Pentru fiecare varianta in parte s-au cantarit cca 800g tescovina si s-a
determinat perioada de uscare necesara pentru a se ajunge la o umiditate de
aproximativ 5% (Tabelul 4.3).

Tabel 4.3. Descrierea proceselor de uscare pentru fiecare soi in parte

Material vegetal Cod Temperatura Perioada
de uscare totala de
(°C) uscare

Feteasca Tescovina  FA45 45°C 11h
alba Tescovina FA55 55°C 8h

Riesling Tescovina R45 45°C 12h 30min
Italian Tescovina R55 55°C 11h

Feteasca Tescovina  FN45 45°C 10h 20min
neagra Tescovina FN55 55°C 9h

iIn urma analizei rezultatelor din Tabelul 4.3. se observa diferente in ceea ce
priveste durata de uscare a tescovinei pentru cele trei soiuri analizate. In toate
cazurile, cresterea temperaturii de la 45°C la 55°C a determinat o reducere a timpului
total necesar deshidratarii. Astfel, pentru tescovina de Feteasca alba timpul de uscare
a scazut cu 27,3%, pentru Riesling Italian cu 12% si pentru Feteasca neagra cu 13%.
Aceasta tendinta evidentiaza efectul direct al temperaturii asupra accelerarii
procesului de evaporare a apei din materialul vegetal.

Comparativ intre soiuri, tescovina de Riesling Italian a necesitat cel mai lung
timp de uscare, in timp ce Feteasca neagra a prezentat cel mai scurt interval. La 55°C
diferentele dintre soiuri s-au redus, sugerand ca temperaturile mai ridicate atenueaza
variatiile legate de structura si compozitia materialului vegetal.

Dupa ce a fost obtinuta tescovina uscata si macinata, acesta a fost testata
organoleptic si s-a constatat ca se simte pregnant duritatea unor particule provenite
din samburii de struguri. Ca urmare s-a abordat si varianta in care au fost separate
pielitele de struguri din tescovina. Aceasta abordare are la baza si ideea ca pentru
obtinerea uleiului de samburi de struguri acestia sunt separati de pielite. Astfel
pielitele constituie deseu rezultat din procesul de productie, putand fi folosite pentru
obtinerea unui ingredient alimentar.
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Tabel 4.4.. Descrierea proceselor de uscare pentru pielitele din fiecare soi

Material vegetal Cod Temperatura Perioada
de uscare totala de
() uscare
Feteasca alba Pielite FAP 55°C 11h 30min
Riesling Italian Pielite RP 55°C 13h
Feteasca neagra Pielite FNP 55°C 13h

Procesul de uscare a pielitelor a necesitat, in general, un timp de uscare mai
mare comparativ cu tescovina, datorita umiditatii mai ridicate comparativ cu tescovina
integrala (Tabel 4.4.).

In ansamblu, Feteasca alba s-a uscat mai rapid decat celelalte soiuri, atat in
cazul tescovinei, cat si al pielitelor, in timp ce Riesling Italian si Feteasca neagra au
prezentat timpi de uscare mai mari, posibil datorita diferentelor morfologice si
structurale semnificative intre soiuri. Aceste rezultate sugereaza ca optimizarea
procesului de uscare, in ceea ce priveste temperatura si durata, trebuie sa fie adaptata
specific fiecarui soi si tip de material pentru a maximiza eficienta procesului si a pastra
compusii bioactivi.

In procesul de uscare s-a urmarit stabilirea temperaturii la care se poate usca
tescovina astfel incat sa se mentina un nivel cat mai ridicat al continutului de compusi
cu structura fenolica. Utilizarea continutului total de polifenoli ca indicator al
eficientei uscarii a pornit de la premisa ca tescovina analizata poate fi utilizata ca
mgredlente functionale pentru obtinerea de produse alimentare imbogatite cu extracte
polifenolice. Tn acest context, cunoasterea nivelului initial al acestor compusi bioactivi
devine esentiala.

Polifenolii reprezinta un grup divers de compusi fitochimici, atat din punct de
vedere calitativ, cat si cantitativ. Continutul lor in tescovina de struguri se situeaza
conform literaturii, intr-un interval larg de 7,55-81,81 mg GAE/ g SU.

in ceea ce priveste compozitia in pol1fenol1 totali, se observa diferente
semnificative intre diferitele soiuri, temperatura de uscare si tipul de material
(tescovina sau pielite) (Tabel 4.5.).

In cazul tuturor soiurilor, continutul de polifenoli in tescovina a fost mai ridicat
la temperatura de 45°C comparativ cu 55°C, ceea ce sugereaza ca temperaturile mai
ridicate pot determina pierderi partiale de compusi fenolici: la Feteasca alba ~11%, la
Riesling Italian ~3% si la Feteasca neagra ~6%.

Tabel 4.5. Valorile parametrilor biochimici determinati la tescovina de struguri

Proba SU (%) Polifenoli (mg GAE/g Antociani
SU) (mg/g SU)
FA45 94,88 + 0,12 41,48 + 4,72 -
FA55 94,45 + 0,04 36,92 + 1,58 -
FAP 95,95 + 0,09 16,19 + 1,10 -
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R45 94,61 + 0,14 23,37 + 0,07 :

R55 94,95 + 0,22 22,77 + 0,22 .

RP 95,07 + 0,11 8,19 + 1,69 .
FN45 94,89 + 0,05 39,55 + 0,69 0,37 + 0,03
FN55 94,85 + 0,29 37,16 + 2,36 0,42 + 0,03
FNP 95,13 + 0,33 14,77 + 0,44 0,66 + 0,08

in ceea ce priveste pielitele de struguri, toate au avut un continut cu mult mai
scazut fata de tescovina, fapt ce indica distributia diferentiata a compusilor cu
structura fenolica intre diferitele componente ale strugurilor, respectiv continutul mai
ridicat in samburi.

Pentru Riesling Italian valorile de polifenoli totali au fost mai reduse comparativ
cu Feteasca alba, atat la 45°C, cat si la 55°C, indicand o acumulare mai scazuta a
acestor compusi in tescovina si pielitele acestui soi alb. La ambele, nu au fost detectati
antociani, in concordanta cu caracteristicile soiurilor albe. La Feteasca neagra
antocianii au fost prezenti in tescovina in cantitati mici, observandu-se totusi valori cu
mult mai mari in pielite fata de tescovina.

Concluzii

> Uscarea tescovinei este bine sa se realizeze la temperaturi sub 50°C
pentru a pastra un nivel cat mai ridicat al compusilor fenolici. Cresterea
temperaturii de uscare de la 45 la 55°C are drept consecinta pierderi de
3-11% in continutul de compusi cu structura fenolica. Totusi, pentru
scurtarea timpului de uscare se poate aborda o situatie de compromis,
respectiv 50°C.

» Separarea si utilizarea doar a pielitelor din tescovina pentru obtinerea
unui ingredient alimentar conduce la scaderea drastica a nivelului de
compusi cu structura fenolica, respectiv cu 57 pana la 65%.

4.3.4. Profilul compusilor bioactivi din tescovina de struguri

Tescovina de struguri este alcatuita in principal din pielite (cca 50%), seminte
(cca 25%) si ciorchini (cca 25%) (Lopes si colab., 2025). Compozitia sa tipica include
celuloza, glucide, grasimi, acizi organici, polifenoli, proteine, fibre si pectine, precum
si cantitati mai reduse de minerale si vitamine (Karastergiou si colab., 2024).
Concentratia si profilul acestor compusi este puternic dependente de soiul de
provenienta, stadiul de coacere si de tratamentele tehnologice aplicate.

Studiile de sinteza si analizele cantitative efectuate pe diverse soiuri au aratat
in mod constant ca tescovina retine o proportie substantiala din fenolii initiali ai
fructului, pielea si samburii fiind matricile cele mai bogate in flavonoide. Prin urmare,
tescovina din strugurii de soiuri rosii tinde sa aiba un continut mai mare de antociani si
taninuri decat cea obtinuta din soiuri albe, care este caracterizata printr-un profil
dominat de acizi fenolici si flavanoli (Karastergiou si colab., 2024; Lopes si colab.,
2025).
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Tescovina provenita din Feteasca alba prezinta un profil fenolic caracteristic
soiurilor albe - cu un continut moderat de polifenoli totali (Tabel 4.6.), in special acizi
fenolici si flavonoli (Tabel 4.7.) si valori inferioare ale antocianinelor fata de tescovina
din struguri rosii. Compozitia sa confera un potential pentru extragerea de compusi
valorosi (antioxidanti sau fibre) (Radulescu si colab., 2024).

Tabel 4.6. Continutul de polifenoli totali raportat pentru tescovina din struguri

Soi struguri Continut de Referinte bibliografice

polifenoli totali (mg

GAE/g SU)

Radulescu si colab., 2024; Nechifor si

Feteasca  Tescovina 7,55 - 36,32 colab., 2024; Radulescu si colab.,
alba 2023; Chedea si colab., 2025;
Riesling Tescovina 16,9 - 74,75 Chedea si colab., 2025; Pintac si
Italian colab., 2018;
Feteasca  Tescovina 17,7 - 81,81 Radulescu si colab., 2024; Grosu si
neagra colab., 2024

Tescovina provenita din Riesling are un continut mai ridicat de compusi fenolici
(Tabel 4.6.) si componente lipofile (din samburi), compusi care pot influenta
capacitatea antioxidanta a extractelor. Studii recente (Muncaciu si colab., 2017;
Chedea si colab., 2025) asupra tescovinei de Riesling Italian cultivate in Transilvania au
furnizat profile fenolice detaliate si au aratat ca, in functie de regiune si conditiile de
vinificare, tescovina poate furniza flavonoli si acizi fenolici cu activitate antioxidanta
semnificativa.

Tabel 4.7. Profilul compusilor fenolici* prezenti in tescovina din struguri (Balea si
colab., 2018; Radulescu si colab., 2024; Chedea si colab., 2025; Onache si colab., 2022;
Muncaciu si colab., 2017)

Compus fenolic Feteasca alba Riesling Feteasca neagra
Acid galic - 665,7-910,5

Acid 2-hidroxibenzoic - 50,9-3216,6 -

Catechina si derivati 156,92 2044,5-18156 287,87-66120
Quercetina - 272,7-370,2 -

Kaempferol 156,92 44.1-45,6 3,55
Resveratrol 91,45 1,41 8250-12850

Acid vanilic 1,134 - 7,79

Acid cafeic 11,695 - 21,29

Miricetin 3,023 -
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5. Obtinerea extractului din faina de tescovina prin extractie asistata
de microunde

Tescovina reprezinta un subprodus rezultat in urma procesarii strugurilor in
industria vinicola, fiind constituita in principal din coji, seminte si resturi de pulpa.
Datorita continutului ridicat de compusi bioactivi, precum polifenoli, flavonoide si
antioxidanti naturali, tescovina prezinta un interes crescut pentru valorificarea in
domeniul alimentar, farmaceutic si biotehnologic. In contextul dezvoltarii unor
tehnologii sustenabile si eficiente de recuperare a compusilor biologic activi, extractia
asistata de microunde (Microwave-Assisted Extraction - MAE) reprezinta o metoda
moderna care permite reducerea timpului de extractie, utilizarea unor cantitati reduse
de solvent si imbunatatirea randamentului de extractie. In cadrul prezentului studiu s-
a urmarit obtmerea unui extract apos din faina de tescovina rosie utilizand sistemul
Milestone ETHOS X achizitionat in cadrul proiectului si instalat in Laboratorul de analiza
metaboliti primari si secundari - USVT (Figura 5.1.) si optimizarea conditiilor de
extractie prin monitorizarea parametrilor experimentali.

Figura 5.1. Sistemul Milestone ETHOS X incarcat cu tescovina de struguri rosi

5.1. Scop

Scopul studiului a constat in obtinerea si optimizarea unui extract apos din faina
de tescovina rosie prin extractie asistata de microunde, utilizand conditii controlate de
temperatura, timp si putere. De asemenea, s-a urmarit stabilirea unor parametri
experimentali care sa permita desfasurarea extractiei in conditii moderate de
temperatura, favorabile conservarii compusilor bioactivi termolabili.

UNIVERSITAS

iBA e A

LN.C.D.T.LM.

L]
GALATIENSIS

TCU RES
E“"TER ‘N'SM
R



Cofinantat de
Uniunea Europeana

mn oportu :agl
ntam viitor

PoCIDIF oS
| 3

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

o 2 3 o L5 16

Materie prima Adaugare solvent Omogenizare Extractie MAE Ricire si filtrare Extract apos
Fdina de tescovina Apa distilata Amestec Sistem Milestone Separarea fazelor Extract apos din
rosie congelata omogenizat ETHOS X (solid - lichid) tescovina rosie

Figura 5.2. Schema de flux pentru obtinerea extractului de tescovina

5.2. Materiale si metode
5.2.1. Materialul vegetal

Materialul vegetal utilizat a fost reprezentat de faina de tescovina rosie
congelata. Utilizarea materialului congelat poate favoriza degradarea partiala a
structurilor celulare si cresterea eficientei extractiei compusilor bioactivi.

5.2.2. Solvent de extractie

Ca solvent de extractie a fost utilizata apa distilata, datorita caracterului
ecologic si compatibilitatii cu principiile extractiei verzi (,,green extraction”).
5.2.3. Stabilirea conditiilor experimentale

In vederea optlmlzarn procesului de extractie, au fost analizate si evaluate mai
multe conditii experimentale privind timpul de extractie, puterea aphcata si evolutia
temperaturii in timpul procesului. Parametrii finali au fost selectati astfel incat:

» sa permita o extractie eficienta a compusilor bioactivi;

* 53 evite supraincalzirea matricei vegetale;

» sa reduca riscul degradarii termice a compusilor fenolici;

» sa asigure o incalzire progresiva si uniforma a amestecului;

» sa permita desfasurarea procesului intr-un interval moderat de temperatura.
Monitorizarea profilului termic in timpul extractiei a reprezentat un criteriu
important in stabilirea conditiilor finale de lucru.

S-a optat pentru utilizarea extractiei asistate de microunde in detrimentul
extractiei conventionale datorita avantajelor semnificative pe care aceasta metoda le
ofera in ceea ce priveste eficienta procesului si conservarea compusilor bioactivi.
Extractia asistata de microunde permite reducerea considerabila a timpului de
extractie si a consumului de solvent, asigurand in acelasi timp o incalzire rapida si
uniforma a matricei vegetale. Tn plus, metoda MAE contribuie la cresterea ef1c1ente1
extractiei si la reducerea consumului energetic, fiind compat1b1la cu prmc1pnle
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extractiei verzi si ale valorificarii sustenabile a biomasei reziduale. Avantajele
comparative dintre extractia conventionala si extractia asistata de microunde sunt
prezentate in Figura 5.3.

Timp de extractie
(minim mai bun)

—@— Extractie 100
conventionala
(reflux)
—@— Extractie
asistata de 50
i de (MAE
isroteiay ) Consum de solvent
Sustenabilitate (mai putin mai bun)
(mai bun)
Eficienta extractiei Consum energetic
(mai bun) (mai putin mai bun)

Figura 5.3. Comparatie intre extractia conventionala si extractia asistata de
microunde (MAE) in functie de timpul de extractie, consumul de solvent, consumul
energetic, eficienta extractiei si sustenabilitatea procesului

Eficienta extractiei asistate de microunde este determinata in principal de
efectul radiatiilor electromagnetice asupra structurilor celulare vegetale. Energia de
microunde produce incalzirea rapida a apei intracelulare si cresterea presiunii interne,
favorizand ruperea peretilor celulari si eliberarea compusilor bioactivi in solventul de
extractie. Mecanismul general al extractiei asistate de microunde si etapele implicate
in degradarea structurilor celulare sunt prezentate in Figura 5.4.

Structura celulara Interactiunea Cresterea presiunii Eliberarea compusilor Compusii bioactivi
intacta microundelor cu interne si ruperea bioactivi in solvent dispersati in solvent
solventul intracelular peretilor celulari

[ O Perete celular O Vacuola o Compusi bioactivi = Radlayudemlcroundej

Figura 5.4. Mecanismul de extractie al compusilor bioactivi sub actiunea microundelor

GALATIENSIS

£x; g Ngw



Cofinantat de
Uniunea Europeana

Conectam oportunitati
inantam vii

PeCIDIF [£.g
Tl I

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Selectia parametrilor experimentali a avut la baza atat date raportate in
literatura de specialitate privind extractia asistata de microunde a compusilor fenolici
din matrici vegetale, cat si monitorizarea directa a comportamentului termic al
sistemului in timpul extractiei. In fazele initiale au fost evaluate variante cu puteri mai
reduse, unde s-a observat o incalzire insuficienta a amestecului si posibilitatea unei
extractii incomplete a compusilor solubili. Ulterior, au fost analizate si conditii cu
puteri mai ridicate, insa acestea au condus la cresteri rapide ale temperaturii (Figura
55.) si la aparitia riscului de supraincalzire si degradare termica a compusilor bioactivi
sensibili (Tabel 5.1).

80 A

62°C

409 35¢¢c

Temperatura maxima (°C)

360 460 560 6(I)0 7(I)O 860 9(I)O
Putere aplicata (W)
Figura 5.5. Corelatia dintre puterea aplicata si temperatura inregistrata in timpul
analizei

Prin monitorizarea continua a profilului temperaturii si evaluarea stabilitatii
procesului, s-a stabilit ca utilizarea unei puteri moderate de 500 W, pentru o durata de
20 minute, permite desfasurarea extractiei intr-un regim termic controlat, cu atingerea
unei temperaturi maxime de aproximativ 45°C. Aceste conditii au fost considerate
optime pentru asigurarea unui echilibru intre eficienta extractiei si conservarea
compusilor bioactivi termolabili, precum polifenolii si compusii antioxidanti.
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Tabel 5.1. Efectele paramtriilor alesi asupra matricei vegetale

Varianta Putere  Timp Temperatura

experimentala (W)  (min) estimata/observata ISR

Incalzire redusa, posibila
V1 300W 15 min <35°C extractie incompleta a
compusilor bioactivi
Incalzire progresiva si
controlata, conditii
favorabile pentru
extractia compusilor
fenolici si limitarea
degradarii termice
Risc crescut de
V3 700W 20 min >60°C supraincalzire si degradare
a compusilor termolabili
Conditii agresive de
extractie, posibila
degradare termica si
instabilitate a sistemului

V2 500W 20 min ~45°C

V4 900 W 25 min >75°C

Analiza comparativa a conditiilor experimentale si monitorizarea profilului
termic au indicat faptul ca utilizarea unei puteri moderate (500 W) si a unui timp de
extractie de 20 minute permit desfasurarea extractiei intr-un regim termic controlat,
cu mentinerea temperaturii sub 50°C. Aceste conditii sunt considerate favorabile
pentru conservarea compusilor bioactivi termolabili si pentru realizarea unei extractii
eficiente utilizand apa distilata ca solvent.

5.2.4. Procedura de extractie
Extractia a fost realizata utilizand echipamentul Milestone ETHOS X prin metoda
extractiei asistate de microunde. Pentru extractie s-au utilizat:

» 720 g faina de tescovina rosie;

= 1600 mL apa distilata.

» raportul material vegetal:solvent utilizat in extractie a fost de aproximativ
1:2,22; amestecul a fost omogenizat inaintea introducerii in sistemul de
extractie. In urma evaludrii parametrilor experimentali, extractia a fost
realizata in urmatoarele conditii:

= putere: 500 W;

= timp de extractie: 20 minute;

* temperatura maxima atinsa: aproximativ 46°C.

Conditiile selectate au permis desfasurarea procesului intr-un regim moderat de
temperatura, favorabil pentru conservarea compusilor bioactivi si evitarea degradarii
termice excesive.

UNIVERSITAS

GALATIENSIS

buecuroe /s




Cofinantat de
Uniunea Europeana

Conectam oportunitati
inantam vii

PeCIDIF [£.g
Tl I

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Monitorizarea temperaturii in timpul extractiei a evidentiat o crestere graduala

si controlata a temperaturii, de la aproximativ 24°C pana la aproximativ 46°C dupa 20

minute de extractie. Curba temperaturii indica o incalzire progresiva si uniforma a

amestecului solvent-material vegetal, fara fluctuatii majore sau supraincalzire (Figura
5.6).
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Figura 5.6. Curba de monitorizare a temperaturii in timpul procesului de extractie

Mentinerea temperaturii sub 50°C reprezinta un aspect important pentru
conservarea compusilor bioactivi termolabili, precum polifenolii si compusii
antioxidanti, reducand riscul degradarii termice. Aplicarea energiei de microunde
faciliteaza transferul rapid de energie catre matricea vegetala si favorizeaza ruperea
peretilor celulari, contribuind la imbunatatirea transferului de masa si la cresterea
eficientei extractiei. In urma procesului de extractie asistata de microunde s-a obtinut
un extract apos cu aspect omogen si coloratie rosu-violacee intensa, caracteristica
prezentei compusilor fenolici si pigmentilor naturali extrasi din tescovina rosie.
Extractul obtinut a prezentat o usoara opalescenta si un miros specific vegetal-fructat,
fara aparitia unor modificari evidente asociate degradarii termice sau caramelizarii
compusilor organici. Intensitatea culorii extractului sugereaza o buna capacitate de
solubilizare si transfer al compusilor bioactivi in mediul apos (Figura 5.7).

Materialul vegetal rezidual rezultat dupa extractie a prezentat o reducere
vizibila a intensitatii pigmentarii comparativ cu proba initiala, indicand transferul
partial al compusilor extractibili in solvent. Tescovina ramasa dupa extractie a avut o
textura umeda, granulara si o coloratie brun-rosiatica inchisa, specifica matricei
vegetale epuizate partial in compusi solubili. Evaluarea macroscopica a extractului si a
reziduului vegetal ofera informatii preliminare privind eficienta procesului de extractie

si gradul de transfer al compusilor bioactivi din matricea vegetala catre solventul
utilizat.
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Figura 5.7. Aspectul extractelor si al matricei vegetale consecutiv procesului de
extractie

Acelasi protocol experimental utilizat pentru extractia compusilor bioactivi din
tescovina rosie a fost aplicat si in cazul tescovinei albe (Figura 5.8), in vederea evaluarii
influentei tipului de matrice vegetala asupra caracteristicilor extractelor obtinute.
Extractia asistata de microunde a fost realizata utilizand aceiasi parametri
experimentali privind raportul material vegetal:solvent, puterea aplicata, timpul de
extractie si intervalul de temperatura monitorizat pe durata procesului.

Faina de Apa distilata e Extract de
et Omogenizare P e T
tescovina alba (raport 1:2,22 m/v) (5 min) Extractie asistata Filtrare tescovina alba
de microunde (hartie Whatman
(500 W, 20 min) Nr. 1)

PARAMETRI EXPERIMENTALI
« Putere aplicata: 500 W
« Timp de extractie: 20 min
« Raport solid : lichid = 1 : 2,22 (m/v)
« Solvent: apa distilata
« Temperatura maxima monitorizata: ~46 °C

Figura 5.8. Schema de flux pentu obtinerea extractului de tescovina alba

Pentru evaluarea influentei parametrilor experimentali asupra profilului termic
al procesului de extractie asistata de microunde, a fost realizata o analiza a efectului
combinat al puterii aplicate si al timpului de extractie asupra temperaturii sistemului.
Rezultatele sunt prezentate sub forma unei suprafete de raspuns in Figura 5.9.
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Suprafata de raspuns evidentiaza influenta combinata a puterii aplicate si a timpului
de extractie asupra profilului termic al procesului de extractie asistata de microunde.

Rezultatele indica faptul ca o crestere a puterii si prelungirea timpului de
extractie determina o crestere progresiva a temperaturii sistemului. Zona
experimentala selectata, corespunzatoare parametrilor de 500 W si 20 minute, a permis
mentinerea temperaturii maxime in jurul valorii de 46°C, interval considerat favorabil
pentru limitarea degradarii termice si pentru extractia eficienta a compusilor bioactivi
din tescovina alba.

Zona optima Temperatura (°C)

60 1 (500 W, 20 min, 60
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55
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30 35
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Figura 5.9. Suprafata de raspuns privind influenta puterii aplicate si a timpului de
extractie asupra temperaturii in procesul de extractie asistata de microunde a
tescovinei albe

Mentinerea acelorasi conditii experimentale a permis realizarea unei comparatii
directe intre cele doua tipuri de tescovina si evidentierea diferentelor generate de
compozitia fitochimica specifica fiecarei matrici vegetale.

In urma extractiei asistate de microunde aplicate asupra tescovinei albe s-a
obtinut un extract apos cu aspect relativ limpede si coloratie galben-aurie, specifica
extractiei compusilor fenolici si a metabolitilor solubili din matricea vegetala.
Comparativ cu extractul obtinut din tescovina rosie, intensitatea pigmentarii a fost mai
redusa, aspect asociat continutului scazut de antocianine caracteristic soiurilor albe de
struguri. Extractul obtinut a prezentat o usoara opalescenta si un miros vegetal-fructat
discret, fara modificari evidente asociate degradarii termice a compusilor organici.

Aspectul translucid al extractului sugereaza o buna separare a fazei solide in
urma procesului de filtrare si o extractie eficienta a compusilor solubili in mediul apos
(Figura 5.10). Materialul vegetal rezidual rezultat dupa extractie a prezentat o textura
granulara si o coloratie crem-bej pana la brun deschis, indicand transferul partial al
compusilor extractibili din matricea vegetala in solventul utilizat.
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Figura 10. Aspectul extractelor si a matricei vegetale consecutiv procesului de
extractie

Observatiile macroscopice realizate asupra extractului si a reziduului vegetal
ofera informatii preliminare privind eficienta procesului de extractie asistata de
microunde aplicat tescovinei albe.

In etapa urmatoare a studiului se urmareste caracterizarea biochimica a
extractelor obtinute prin determinarea principalilor metaboliti secundari, respectiv a
continutului total de polifenoli si flavonoizi. De asemenea, rezultatele obtinute pentru
extractele asistate de microunde vor fi comparate cu cele obtinute prin metode
conventionale de extractie, in vederea evaluarii eficientei metodei MAE asupra
recuperarii compusilor bioactivi din tescovina rosie.
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6. Protocoale de autenticitate pentru tescovina de struguri

Cresterea diversitatii produselor alimentare si a subproduselor vegetale utilizate
in industrie a determinat un interes sporit pentru dezvoltarea unor metode analitice
care sa permita trasabilitatea si autentificarea acestora. Subprodusele rezultate din
procesele de procesare a fructelor si legumelor, cum este tescovina obtinuta dupa
extractia sucului de struguri, pot prezenta o valoare economica si functionala
semnificativa, ceea ce subliniaza necesitatea unei caracterizari riguroase a originii si
compozitiei lor.

Autentificarea acestor produse necesita instrumente analitice capabile sa
identifice amprenta specifica a materiei prime. In acest context, analiza izotopica a
carbonului si azotului, corelata cu determinarea compozitiei elementale (macro- si
microelemente), ofera informatii relevante privind originea botanica, conditiile de
cultivare si practicile agricole aplicate. Aceste metode permit diferentierea intre
produsele vegetale si subprodusele lor, contribuind la consolidarea trasabilitatii si
prevenirea etichetarii incorecte in lantul alimentar.

Determinarile izotopice furnizeaza date valoroase despre sursele de carbon si azot
implicate in cresterea plantei, reflectand tipul de fertilizare si regimul de irigare,
factori care influenteaza semnatura izotopica a produsului. Analiza elementala, la
randul sau, ofera indicii despre calitatea solului si procesele de mineralizare ce au avut
loc pe parcursul cresterii plantei.

In cadrul acestei etape a proiectului, laboratorul a primit o proba de tescovina
de struguri pentru determinarea compozitiei elementale si a amprentei izotopice a
carbonului (6'3C) si azotului (3'°N). Proba a fost depozitata la temperatura camerei
(aproximativ 20°C) pana la efectuarea analizelor.

6.1. Amprentarea elementala a tescovinei de struguri

In vederea determinarii profilului elemental al unei probe de tescovind de
struguri, a fost supusa digestiei acide prin introducere a =100 mg proba, 5 mL HNO3 si
2 mL H;0; intr-un sistem de digestie cu microunde SpeedWave ENTRY (Berghof®),
echipat cu 10 recipiente din PTFE (Figura 1), utilizand parametrii si setarile prezentate
in Tabelul 6.1. Solutia ,,blank” (amestecul de acid azotic si apa oxigenata, fara proba)
a fost pregatita identic.
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Tabel 6.1. Program utilizat pentru digestia
acida a probelor de tescovina de struguri.
Pas 1 2 3 4
Rampa (min) 5 5 2 2
Timp (mim) 10 [ 10 110 | 5
Temperatura (°C) | 170 | 190 | 210 | 75

N
SIS 3

Figura 6.1. Cuptor digestie cu
microunde, SpeedWave Entry,
Berghof®

Dupa finalizarea programului de digestie, recipientele au fost lasate sa se
raceasca la temperatura camerei. Ulterior, solutiile digerate au fost transferate in
baloane cotate de 25 mL si completate pana la semn cu apa ultrapura. Solutiile astfel
obtinute au fost analizate pentru determinarea concentratiilor macromineralelor (Na,
Mg, Ca si K) si micromineralelor (oligoelemente) (Cu, Mn si Fe) cu ajutorul
spectrometrului de absorbtie atomica in flacara, ContraAA 800D (Figura 6.2). In acest
scop, s-au utilizat solutii de calibrare preparate prin diluarea succesiva a unui standard
multielement de puritate ridicata (multielement standard 3, continand 10 pg/mL Ag,
Al, As, Ba, Be, Bi, Ca, Cd, Co, Cr, Cs, Cu, Fe, Ga, In, K, Li, Mg, Mn, Na, Ni, Pb, Rb, Se,
Sr, T, U, V, Zn).

Figura 6.2. Spectrometrul ContraAA 800D de absorbtie atomica in flacara
utilizat pentru determinarea continutul elemental.
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Concentratiile macromineralelor si micro-elementelor determinate in probele
analizate: tescovina de struguri (cod proba 1971-T-1) sunt prezentate in Tabelul 6.2.

Tabel 6.2. Concentratiile elementelor determinate.

Nr Cod Concentratia (mg/kg)
: proba
crt. INCDTIM Na K Mg Ca Cu Mn Fe
13337.2+£30 | 679.2+27 | 4199.0+9 | 11.53+0. | 6.06+0. | 33.84x1.0
1. 1971-T | 5.520.1 6.8 3 39 21 12 4

In urma analizelor efectuate pentru tescovina de struguri, K cel mai abundent
element, urmat de Ca, Mg, Na, Fe, Cu si Mn. In ceea ce priveste valorile determinate
pentru Fe, Cu si Mn, acestea indica faptul ca probele studiate pot contribui la aportul
zilnic de oligoelemente. Se remarca un continut ridicat de potasiu (13337.2 mg/kg) si
calciu (4199.0 mg/kg), ceea ce poate fi atribuit acumularii mineralelor in fractiile
solide reziduale rezultate in urma procesarii strugurilor.

6.2. Amprentare izotopica a tescovinei de struguri

Spectrometria de masa pentru rapoarte izotopice (IRMS - Isotope Ratio Mass
Spectrometry) este o tehnica analitica utilizata pe scara larga pentru determinarea
originii materialelor organice in diverse domenii. In ultimii ani, IRMS a devenit un
instrument esential si in autentificarea produselor alimentare.

Prin aceasta metoda, amprentarea izotopica a elementelor usoare permite
investigarea compozitiei sau ,amprentei” izotopice a substantelor. Principiul se
bazeaza pe masurarea rapoartelor dintre izotopii stabili ai unor elemente precum
hidrogen (2H/'H), oxigen ('80/'°0), carbon ('3C/12C) si azot ('°N/'*N), exprimate in
notatia delta (&) raportata la standarde internationale de referinta:

&(:RPR—S"*103=('I‘;—IS’—1) 103 (%o) (1)

unde X - elementul (hidrogen, oxigen, carbon, azot,etc), R, - raportul izotopic
al probei, Rs - raportul izotopic al standardului. Valoarea 6 se exprima in %o (per mil).
Standardul international VPDB, acceptat pentru masuratori izotopice de carbon, este
CO; obtinut dintr-o fosila, Cretaceous belemnite, din formatiunea Pee Dee din Carolina
de Sud si care are valoarea 3'3Cypps= 0 %o. Valorile 0'°N sunt exprimate in raport cu
azotul atmosferic, utilizat ca standard de referinta (AIR).

Semnatura izotopica a materialelor vegetale este rezultatul interactiunii dintre
mai multi factori, incluzand caracteristicile izotopice ale surselor de carbon, apa si azot
(CO2, H0, NO37), mecanismele de absorbtie si asimilare ale acestora, precum si
conditiile de mediu in care plantele se dezvolta, cum ar fi clima si altitudinea. In plus,
tipul de fertilizare si practicile agricole aplicate pot influenta semnificativ compozitia
izotopica a tesuturilor vegetale.

Din punct de vedere fiziologic, semnatura izotopica a carbonului este strans
corelata cu tipul de metabolism fotosintetic al plantei. In mediul natural predomina
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doua cai fotosintetice principale: C3 (ciclul Calvin) si C4 (ciclul Hatch-Slack).
Majoritatea plantelor cultivate, inclusiv cele mai multe legume si fructe, apartin
grupului C3, in timp ce porumbul si trestia de zahar sunt exemple reprezentative pentru
plantele C4.

Plantele C3 prezinta, in mod caracteristic, valori ale 8'3C cuprinse intre -30 %o
si =23 %o, 1In timp ce plantele C4 se disting prin valori mai putin negative, situate intre
-14 %o si -12 %.. Spre deosebire de carbon, compozitia izotopica a azotului este
influentata in principal de sursele de nutrienti din sol si de procesele de transformare
ale acestora, reflectand tipul de fertilizare si dinamica azotului din ecosistemul agricol.

6.2.1. Prepararea probelor pentru determinarea amprentelor izotopice 3C si °N

Pentru a obtine amprenta '3C si '°N a probei de tescovina de struguri, aceasta a
fost mai intai uscata timp de 48 de ore intr-un cuptor, la 60°C, pentru a indeparta apa.
Apoi, 5 mg de proba uscata au fost combustionate (3 ore, la 555°C) pentru a obtine
CO,. Tn acesta secventd s-au utilizat tuburi de pyrex pentru incarcarea probelor, Cu
sarma si CuO ca reactivi, precum si un cuptor B170, Nabertherm. CO: rezultat a fost
izolat de ceilalti produsi obtinuti in urma combustiei prin distilare criogenica si analizat
prin spectrometria de masa de rapoarte izotopice (IRMS).

19%-T4

Figura 6.3. Pregatirea probelor pentru combustionare si analiza '3C.

6.2.2. Determinarea amprentelor izotopice

Determinarea experimentala a amprentei izotopice a carbonului (6'3C) a fost
realizata utilizand un spectrometru de masa pentru rapoarte izotopice, operat in modul
»dual inlet”. Analiza izotopica a azotului (6'°N) a fost efectuata cu acelasi tip de
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spectrometru de masa pentru rapoarte izotopice (Delta V Advantage, Thermo
Scientific), cuplat cu un analizor elemental.

Probele au fost cantarite si sigilate in capsule de staniu, dupa care au fost
introduse in analizorul elemental, unde au fost supuse unui proces de combustie la o
temperatura a reactorului de 920°C. Heliul de inalta puritate (6.0) a fost utilizat ca gaz
purtator, iar azotul si oxigenul au fost folosite pentru a asigura desfasurarea reactiilor
de oxidare si reducere. Valorile obtinute pentru compozitia izotopica a azotului au fost
exprimate relativ la standardul international de referinta, aerul atmosferic, pentru
care 6'°N_AIR este definit ca 0%o.

Figura 6.4. Pregatirea capsulelor cu probe si determinarile cu spectrometrul de
masa Dela V Advantage

6.2.3. Rezultate experimentale
Rezultatele amprentelor izotopice ale probei de tescovina de struguri sunt
prezentate in Tabelul 6.3.
Tabel 6.3. Amprentele izotopice ale probelor investigate

Cod proba Parametru incercat/ rezultat
&"'3Cvros (%o) 3"5NaIr (%0)
1971-T -24.7+0.5 5.5+0.2

Valorile 8'3C determinate pentru proba indica apartenenta materialului vegetal
la categoria plantelor cu metabolism fotosintetic de tip C3. Proba de tescovina de
struguri a prezentat o valoare 3'3C de -24.7 %o, in timp ce proba de faina de tomate,
analizata ca primul subprodus valorificat (A3.2-IM3.5) a inregistrat o valoare mai
negativa, de -27.4 %.. Aceste rezultate sunt in concordanta cu intervalele caracteristice
plantelor C3 raportate in literatura de specialitate si confirma originea botanica a
materialelor analizate. Diferentele observate intre valorile 6'3C pot fi corelate cu
particularitati fiziologice specifice fiecarei specii vegetale, precum si cu variatiile
conditiilor de mediu in care acestea s-au dezvoltat, in special cu regimul de apa si
intensitatea proceselor evaporative. Valoarea mai putin negativa a 6'3C determinata
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pentru tescovina de struguri poate indica prezenta unui stres hidric mai accentuat sau
o eficienta sporita in utilizarea apei pe parcursul perioadei de crestere si maturare a
strugurilor, in comparatie cu tomatele.

In ceea ce priveste compozitia izotopica a azotului, proba de tescovina a
prezentat o valoare 6N relativ ridicata (5.5 %.), comparativ cu proba de faina de
tomate (2.1 %o0). Acest rezultat poate indica diferente in sursele de azot disponibile in
sol sau in tipul de fertilizare utilizat, valorile mai mari ale §'°N fiind frecvent asociate
cu fertilizarea organica sau cu procese intense de reciclare a azotului in sol. Valoarea
mai redusa a "N in cazul fainii de rosii sustine utilizarea acesteia ca material de
referinta relativ omogen, adecvat pentru comparatii ulterioare in cadrul proiectului.

Combinatia parametrilor 3C si 0'°N ofera informatii complementare utile
pentru caracterizarea materialelor vegetale analizate si evidentiaza potentialul acestor
determinari in studiile de trasabilitate si autentificare a produselor vegetale si a
subproduselor acestora.
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7. Analiza bioinformatica a compusilor biologic activi din tescovina

Industria vinificatiei proceseaza o cantitate semnificativa de struguri (50% din
intreaga productie). Odata cu aceasta expansiune, insa, a fost inregistrata implicit si o
crestere considerabila de subproduse (tescovina, seminte). Acest aspect evidentiaza
necesitatea identificarii unor solutii sustenabile in scopul gestionarii si valorificarii
acestor materiale.

Subprodusele rezultate in urma procesului de vinificatie reprezinta o sursa
accesibila de compusi biologic activi ce pot fi utilizati in diverse matrice alimentare. n
cazul in care aceste subproduse nu sunt gestionate corespunzator, pot conduce la
implicatii negative asupra mediului inconjurator (Ferrer-Gallego & Silva, 2022).
Aproximativ 45% din productia de struguri (Vitis vinifera L) este inregistrata la nivelul
Europei. Literatura de specialitate sugereaza faptul ca strugurii poseda o serie de
activitati biologic active cu implicatii pozitive pentru sanatate. Compozitia si repartitia
compusilor bioactivi sunt dependente de formatiunea anatomica. Este cunoscut faptul
ca tescovina contine o serie de compusi valorosi cu proprietati biologic active, ce
exercita numeroase efecte benefice asupra organismului uman. Zhou et al. (2022)
prezinta beneficiile compusilor fenolici si, in mod particular, a flavonoidelor. Samah et
al. (2012) descrie tescovina ca o sursa importanta de compusi fenolici, ce exercita
activitate antioxidanta ridicata. Astfel, autorii au raportat ca principalii compusi
fenolici identificati au fost pirogalolul, acidul dihidroxicinamic, acidul vanilic, acidul
siringic si catecolul. Caracterul biologic activ atribuit acestor compusi este asociat cu
beneficiile raportate in cazul diferitelor afectiuni (Samah et al., 2012).

Cel mai insemnat continut de fenoli totali se regaseste la nivelul semintelor de
struguri, urmate de pielita si pulpa. in pielita predomina resveratrolul, acidul cinamic,
acidul vanilic, acidul sinergic si catecolul (Samah et al., 2012), Flavonoidele predomina
la nivelul pielitei (quercetina, miricetina si kaempferol). Resveratrolul reprezinta un
compus valoros, regasindu-se predominant sub forma trans, pielita strugurilor
reprezentand formatiunea structurala cea mai abundenta in acest compus.

Resveratrolul exercita un rol esential de protectie impotriva patogenilor si a
stresului oxidativ. Alti compusi ce se regasesc la nivelul pielitei de struguri sunt
reprezentati de acizii vanilic, siringic, cafeic, p-cumaric, respectiv de cianidina,
peonidina, delfinidina si petunidina. La nivelul semintelor s-au identificat cantitati
considerabile de quercetina, miricetina si kampferol (Zhou et al., 2022).

Pentru caracterizarea avansata a acestor compusi biologic activi care predomina
in pielita si samburii din struguri rosii s-a utilizat analiza bioinformatica. Compusii de
interes identificati, care prezinta potential terapeutic, au fost caracterizati pentru a
afla informatii despre profilul farmacologic dar si toxicologic.

Prin interogarea bazei de date PubChem au fost colectate datele structurale cu
privire la compusii de interes, precum reprezentarea SMILES (Simplified Molecular Input
Line Entry System), masa moleculara (Da) si formula moleculara (Tabelul 7.1).
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Tabelul 7.1. Informatii despre structura compusilor si masa moleculara
a compusilor bioactivi din seminte si pielita strugurilor

Compus MM (Da) FM logP Flexibilitate
Quercetina 302,23  C4s5H1007 1,23 1
Miricetina 318,23  C45H100s 0,79 1
Kaempferol 286,24  Cqs5H1006 1,58 1
Pirogalol 126,11 CeHeO3 0,58 0
Acid cinamic Di-OH 150,17 CoH1002 1,60 2
Acid vanilic 168,15  CgHgO4 1,08 2
Acid siringic 198,17 CoH100s 0,99 3
Catecol 110,11 CeHeO2 0,97 0
Cianindina 484,8 C21H21ClO11 -1,99 4
Peonidina 336,72 C46H13ClOg 0,04 2
Delfinidina 301,23  C4s5HeO7 0,95 1
Petunidina 352,72 Cy6H13ClO7 -0,31 2
Resveratrol 228,24  C14H1203 2,48 2
Acid cafeic 180,16 CoHgO4 0,98 2
Acid p-cumaric 164,16  CoHsOs3 1,26 2

MM - masa moleculara

7.1. Caracteristicile fizico-chimice ce prezinta interes pentru profilul farmacologic

In urma inserarii structurii SMILES a compusilor predominanti in tescovina in baza de
date SwissADMET, au fost identificate caracteristici relevante, precum aria topologica
a suprafetei polare (TPSA), hidrofobicitatea, solubilitatea in apa, flexibilitatea si
indicele de refractie molara (Tabelul 7.2).

Indicele TPSA (A?) indica spatiul efectiv ocupat de atomii din molecula si reprezinta un
factor descriptiv util cu privire la biodisponibilitatea compusilor.

Tabelul 7.2. Profilul farmacologic al compusilor identificati in tescovina (sursa: ADME)

Compus TPSA Refractivitate HBA HDB
Quercetina 131,36 78,03 7 5
Miricetina 151,59 80,06 8 6
Kaempferol 111,13 76,01 6 4
Pirogalol 60,69 32,51 3 3
Di-OH acid cinamic 37,30 43,61 2 1
Acid vanilic 66,76 41,92 4 2
Acid siringic 75,99 48,41 5 2
Catecol 30,49 2 2
Cianidina 114,15 11 8
Peonidina 86,49 6 4
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Delfinidina 134,19 75,26 7 4
Petunidina 123,52 88,52 7 5
Resveratrol 60,69 67,88 3 3
Acid cafeic 77,76 47,16 4 3
Acid p-cumaric 57,53 45,13 3 2

HBA - numarul de acceptori de legaturi de hidrogen
HBD - numarul de donori de legaturi de hidrogen

Flexibilitatea moleculei, exprimata prin numarul legaturilor ce pot suferi
fenomenul de rotatie, reprezinta un indicator frecvent utilizat in analiza
bioinformatica, literatura de specializate sugerand faptul ca un compus de interes nu
trebuie sa prezinte mai mult de 9 legaturi ce pot suferi proces de rotatie (Mares et al.,
2023).

Solubilitatea prezinta implicatii in ceea ce priveste absorbtia, distributia si
eliminarea compusilor.

Refractia moleculara reflecta atdt volumul real al moleculei, cat si fortele ce
actioneaza asupra sistemului medicament-receptor.

Numarul de grupari donatoare participante la legaturi de hidrogen exercita o
importanta deosebita in ceea ce priveste capacitatea moleculei de a traversa
membrana celulara. Astfel, un numar ridicat al acestor grupari implica o afinitate
crescuta pentru solventii polari, cum ar fi apa, in detrimentul mediului lipofilic al
membranei celulare de la nivelul intestinului. Gruparile donatoare de legaturi de
hidrogen (de tip -NH; -OH) contribuie la polaritatea moleculei. Astfel, polaritatea
ridicata va conduce la cresterea solubilitatii in apa si implicit la reducerea partitiei
intr-un mediu lipofilic, acesta din urma regasindu-se la nivelul membranei intestinale
(Coimbra et al., 2021).

Regula lui Ghose, complementara regulii lui Lipinski, introduce criterii
suplimentare cu privire la proprietatile fizico-chimice ale compusilor. In cazul acestei
reguli, masa moleculara trebuie sa fie cuprinsa intre 160 si 480 Da, iar coeficientul de
partitie logP trebuie sa fie cuprins intre -0,4 si 5,6. Suplimentar regulii lui Lipinski,
Ghose prevede un numar total de atomi cuprins intre 20 si 70, precum si o valoare a
retroactivitatii molare situate in intervalul 40-130 (Kralj et al., 2023).

Tabelul 7.3. Farmacocinetica compusilor identificati in tescovina

Absorptia Scorul C e
Compus BBB Gl biodisponibilitatii Lipinski Ghose
Quercetina - Ridicata 0,55 Da Da
Da; 1
Miricetina - Redusa 0,55 abatere: Da
HBA>5
Kaempferol - Ridicata 0,55 Da Da
. e Nu; 3 abateri:
Pirogalol + Ridicata 0,55 Da MW<160,
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MR<40,
atomi<20
éﬂd cinamic Di- Ridicats 0,85 Da I,\\l/\L\j\}<11 Zgatere.
Acid vanilic - Ridicata 0,85 Da Yes
Acid siringic - Ridicata 0,56 Da i Yes
Nu; 3 abateri:
e MW<160,
Catecol + Ridicata 0,55 Da MR<40,
atomi<20
o 5 :tl)Ja’lt%—:'ri‘ Nu; 2 abateri:
Cianidina - Redusa 0,17 HBD>10' MW>480,
’ logP<-0,4
HBA>5 ’
Peonidina - Ridicata 0,55 Da Da
Delfinidina - Ridicata 0,56 Da Da
Petunidina - Ridicata 0,55 Da Da
Resveratrol + Ridicata 0,55 Da Da
Acid cafeic - Ridicata 0,56 Da Da
Acid p-cumaric + Ridicata 0,85 Da Da

*BBB - bariera hematoencefalica, Gl - gastrointestinal, HBA - numarul de acceptori de legaturi de
hidrogen, HBD - numarul de donori de legaturi de hidrogen, MW - masa moleculara, LogP - coeficient de
partitie, MR - refractie molara.

Valoarea logP a fost obtinuta in urma interogarii bazei de date SwissADME, acest
parametru rezultand in baza a cinci metode distincte de predictie a coeficientului de
partitie octanol/apa (logP). Aceste metode includ: ILOGP, XLOGP3, WLOGP, MLOGP si
SILICOS-IT. Media acestor cinci metode reprezinta o estimare a lipofilicitatii
compusului.

Numarul gruparilor donatoare de legaturi de hidrogen prezenta un rol cheie in
determinarea capacitatii unei molecule de a traversa membrana celulara. Astfel, un
numar ridicat de grupari favorizeaza interactiunea cu solventii polari, precum apa,
limitandu-se astfel penetrarea moleculei in mediul lipofilic al membranei intestinale.
In consecinta, o polaritate ridicata creste solubilitatea in apa, reducand-se astfel
coeficientul de partitie in mediul lipofilic, cum este cazul membranei intestinale
(Coimbra et al., 2021). Un rol la fel de important este atribuit si gruparilor acceptoare
de legaturi de hidrogen, influentand permeabilitatea prin interactiunea cu solventii
polari.

Astfel, pe baza criteriilor farmacologice descrise anterior privind
biodisponibilitatea si administrarea orala, compusii analizati prezinta urmatoarele
caracteristici moleculare: masa moleculara se incadreaza in intervalul 110,11 si 484,8
Da, iar coeficientul de partitie octanol/apa (logP) variaza intre -1,99 si 2,48. In ceea
ce priveste numarul gruparilor donatoare si acceptoare de legaturi de hidrogen este
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cuprins intre valorile 1 si 8, respectiv 2 si 11. TPSA prezinta valori cuprinse intre 40,46
si 193,44,

Scorul biodisponibilitatii Abbot reprezinta un indicator utilizat in scopul estimarii
probabilitatii ca un compus sa prezinte cel putin 10% biodisponibilitate orala in cazul
rozatoarelor, sau sa prezinte o permeabilitate semnificativa in cazul unui model celular
de tip Caco-2 - celule epiteliale de la nivelul colonului - utilizat pentru a evalua
absorbtia intestinala. La baza determinarii acestui scor stau sarcina totala a moleculei,
suprafata polara topologica (TPSA) ti eventuale incalcari ale regulilor Lipinski,
permitand astfel o clasificare a compusilor in patru clase, cu probabilitati de 11%, 17%,
56% sau 85% (Daina et al., 2017).

Este esential sa se cunoasca daca un compus reprezinta sau nu substrat pentru
glicoproteina P-gp - principalul transportor ABC (ATP Binding Cassette), in scopul
evaluarii transportului prin membrana biologica, cu implicatii in protejarea sistemului
nervos central dar si in ceea ce priveste rezistenta la medicamente (Montanari & Ecker,
2015).

Permeabilitatea barierei hemato-encefalice (BBB) are la baza modelul BOILED
EGG (Figura 7.1), rezultat in urma interogarii bazei de date SwissADME (Daina et al.,
2017). Bariera hemeto-encefalica (BBB) sta la baza mecanismului de protectie a
creierului, alcatuit din doua componente principale o bariera fizica si o bariera
biochimica. Astfel, difuzia pasiva reprezinta principala cale prin care medicamentele
sunt transportate din fluxul sanguin la nivelul creierului (Daina et al., 2017). Prin
urmare, comportamentul compusilor in raport cu glicoproteina P, trebuie indeaproape
studiat, in scopul evaluarii transportului la nivelul membranei biologice, avand la baza
implicatii in protejarea sistemului nervos central dar si rezistenta la medicamente.

Show Molecules Name

BBB

HIA
o PGP+
o PGP-

o
Moleclle 13 None

MoeSies Moieie 11
MIe?u\e!
Molelie 5 MoleGuie 2

Moleclle 1
Molewl 8 W‘MDTM

Molecule 4

o
Moleclie 10 o
Moleclle 12

Figura 7.1. Modelul BOILLED-Egg (Brain Or IntestinalL EstimateD)

Modelul BOILLED-Egg (Brain Or IntestinalL EstimateD) permite o analiza intuitiva a
absorbtiei pasive la nivelul tractului gastrointestinal (HIA) si a penetrarii barierei sange-
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creier (BBB), in functie de pozitia moleculelor in raportul TPSA-WLOGP. Albusul
(regiunea alba) indica o probabilitate mare a moleculelor de a fi absorbite la nivelul
tractului gastrointestinal. Galbenusul (regiunea galbena) indica o probabilitate mare
de penetrare a barierei sange-creier. Cele doua zone nu se exclud reciproc, astfel ca o
molecula poate prezenta atat o absorbtie ridicata la nivelul tractului gastrointestinal,
cat si capacitatea de a traversa bariera sange-creier. in plus, coloratia punctelor este
mfluen';ata de interactiunea moleculei cu P-glicoproteina (PGP). Astfel, coloratia
albastra sugereaza faptul ca moleculele pot fi eliminate din sistemul nervos central de
catre glicoproteina P (PGP +), pe cand punctele rosii indica faptul ca moleculele nu
sunt eliminate din sistemul nervos central (PGP-).

Denumirea compusilor in functiei de repartitia in modelul Boilled-Egg: 1 -
quercetina;2 - miricetin; 3 - kampferol; 4 - pirogalol; 5 - acid cinamic Di-OH; 6 - acid
vanilic;7 - acid siringic; 8 - catecol; 9 - cianidina; 10 - peonidina, 11 -dalfinidina; 12 -
petunidina; 13 - resveratrol; 14 - acid cafeic; 15 - acid p-cumaric.

Se observa faptul ca patru dintre compusii identificati sunt localizati in regiunea
galbena a modelului BOILLED-Egg (acid cinamic, acid siringic, resveratrol si acidul p-
cumaric), acestia prezentand o probabilitate ridicata de a traversa bariera
hematoencefalica. Mai mult decat atat, atribuirea acestor compusi a coloratiei rosii
pune in evidenta faptul ca nu reprezinta substrat pentru glicoproteina P, astfel nu vor
fi eliminati din sistemul nervos central.

Ulterior, compusii de interes au fost investigati, analize utilizand metoda
instrumentala SwissTargetPrediction, in scopul evidentierii potentialelor interactiuni
ale acestora cu moleculele ce prezinta interes din punct de vedere fiziologic. Pentru a
asigura un grad cat mai ridicat de acuratete al rezultatelor, doar interactiunile
caracterizate de o probabilitate de legare de cel putin 0,6 au fost considerate in cadrul
acestui studiu (Tabelul 7.4).

Tabelul 7.4. Potentialele interactiuni ale compusilor din rozmarin cu tintele

moleculare si probabilitatea de legare. SwissTargetPrediction

Compus Tinta moleculara (Probabilitate de legare)

Quercetina  Oxidaza NADPH 4 (1), Receptorul V2 al vasopresinei (1), Aldoz-reductaza (1),
Xantin dehidrogenaza (1), Monoaminoxidaza A (1), Receptor insulina tip | (1),
Receptorul tirozin-kinazic FLT3 (1), Citocromul P450 10A1 (1), Receptorul factorului
de crestere epidermica EbrB1 (1), Trombina (1), Anhidraza carbonica Il (1), Kinaza
serina/treonina PIM1 (1), 5-lipoxigenaza acidului arahidonic (5-LOX) (1), Kinaza
serina/treonina Aurora-B (1), Receptorul dopaminergic D4 (1), Recceptorul
adenozinic A1 (omologie) (1),Anhidraza carbonica VIl (1), Glicoxalaza | (1),
Mieloperoxidaza (1),Subunitatea p85-alfa fosfoinozitid-3-kinazei (1), Receptorul
adenozinic A2A (omologie) (1), Kinaza 1 asociata apoptozei (DAPK1) (1), Fosforilaza
glicogenului hepatic (1), Anhidraza carbonica | (1), Glicogen sintaza kinaza-3 beta
(GSK-3beta) (1), Kinaza de adeziune focala 1 (FAK1) (1), 17B-hidroxisteroid
hehidrogenaza 2 (17b-HDS2) (1), Receptor 2 al factorului de crestere endoteliala
vasculara (VEGFR-2) (1), Metaloproteinaza matriciala 13 (MMP13) (1),
Metaloproteinaza matriciala (MMP3) (1), Anhidraza carbonica Il (1), 15-lipoxigenaza
acidului arahidonic (15-LOX) (1), Proteina 1 asociata rezistentei la multiple
medicamente (MRP1) (1), Kinaza serina/treonina PLK1 (1), Anhidraza carbonica VI
(1), Kinaza dependenta de ciclina 1 (CDK1) (1), Metaloproteinaza matriciala (MMP9)
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(1), Anhidraza carbonica XIl (1), Metaloproteinaza matriciala (MMP2) (1), Protein
kinaza N1 (1), Anhidraza carbonica XIV (1), Anhidraza carbonica IX (1), Cazein kinaza
IIalfa (1), 12-lipoxigenaza acidului arahidonic (12-LOX) (1), Receptorul factorului de
crestere al hepatocitelor (1), Anhidraza carbonica IV (1), Kinaza serina/treonina
NEK2 (1), Receptorul A al interleukinei-8 (1), Kinaza Il dependenta de
calmodulina/calciu, subunitatea beta (1), Receptorul tirozin-kinazic ALK (1), Kinaza
serina/treonina AKT (1), P-glicoproteina 1 (1), Kinaza serina/treonina NEK6 (1),
Fosfolipaza A2 grup 1B (1), Anhidraza carbonica VA (1), Beta-secretaza 1 (1),
citocromul P450 1B1 (1),Receptorul tirozin-kinazic UFO (1), Transportotul ATP-
binding cassette, subfamilia G, membrul 2 (ABCG2/BCRP) (1), Kinaza 1 familia NUAK
(1), Aldo-ceto reductaza, familia 1, membrii C2;C1; C3; C4 (1), Anhidraza carbonica
XIll (omologie) (1), Aldehid-reductaza (omologie) (1), Receptorul cuplat cu proteina
G35 (1),

Miricetina

Proteina tau asociata microtubulilor (1), Demetilaza specifica asociata lizinei 4D-
like (1), Receptorul cuplat cu proteina G 35 (1), ADN-topoizomeraza Il alfa (1),
Xantin dehidrogenaza (1), Receptorul tirozin-kinazic FLT3 (1), Receptorul insulinei
(1), Acetilcolinesteraza (1), Glicoxalaza | (1), Kinaza miozinei din muschiul neted
(MLCK) (1), Tirozin-protein kinaza SYK (1), Proteina 1 asociata rezistenta la multiple
medicamente 1 (1), Subunitatea p110-gamma a fosfoinozitid-3-kinaza (PI3K) (1),
Beta-secretaza 1 (BACE1) (1), Liaza ADN a situsurilor apurinice/apirimidinice (1)

Kaempferol

Oxidaza NADPH 4 (1), Aldoz-reductaza (prin omologie) (1), Xantin-dehidrogenaza

(1), Tirozinaza (1), Receptorul tirozin-kinazic FLT3 (1), Anhidraza carbonica
Il (1), 5-lipoxigenaza acidului arahidonic (5-LOX) (1), Anhidraza carbonica VIl (1), 17-
beta-hidroxisteroid dehidrogenaza 2 (1), Proteina 1 asociata rezistentei la multiple
medicamente (1), 17-beta-hidroxisteroid dehidrogenaza 2 (1), Receptorul alfa
inrudit cu receptorul estrogenic (1), Anhidraza carbonica XIl (1), Receptorul alfa
inrudit cu receptorul estrogenic (1), P-gricoproteina 1 (1), Citocromul P450 1B1 (1),
Transportorul ATP-binding cassette, subfamilia G membru 2 (1), Receptorul
adenozinic A1 (0,79), Anhidraza carbonica IV (0,79)

Pirogalol

Tirozin-protein kinaza FYN (0,91), receptorul factorului de crestere epidermica
erbB1 (0,91), Anhidraza carbonica Il (0,91), Anhidraza carbonica | (0,91), Anhidraza
carbonica VI (0,91)

Acid siringic

Anhidraza carbonica Il, VII, I, I, VI, XII, XIV, IX, VA (1)

Catecol

Anhidraza carbonica Il (0,98), Anhidraza carbonica XII (0,98), Anhidraza carbonica
VB (0,98)

Resveratrol

Monoaminoxidaza A (1), Anhidraza carbonica Il (1), Receptorul androgen Alfa (1),
Cicloxigenaza-1 (1), Transportorul neropinefrinei (1), Cicloxigenaza-2 (1), Anhidraza
carbonica VII (1), Anhidraza beta-amiloid A4 (1), Anhidraza carbonica | (1),
Anhidraza carbonica Ill (1), Anhidraza carbonica VI (1), Subunitatea p110-beta a
fosfoinozitid-3-kinazei (1), Anhidraza carbonica XIl (1), Citocromul P450 1A2 (1),
Citocromul P450 2C9 (1), Citocromul P450 3A4 (1), Anhidraza carbonica XIV (1),
Anhidraza carbonica IX (1), Citocromul P450 2C19 (1), Anhidraza carbonica IV (1),
Anhidraza carbonica Xlll (1), Chinon-reductaza 2 (1), Anhidraza carbonica VB (1),
Subunitatea p110-alfa a fosfoinozitid-3-kinazei (1), Anhidraza carbonica VA (1)

Acid cafeic

Aldoz-reductaza AKR1B1 (1), Anhidraza carbonica Il CA2 (1), Anhidraza carbonica VIl
CA7 (1), Receptorul estrogenic beta ESR2 (1), Anhidraza carbonica | CA1 (1),
Anhidraza carbonica Ill CA3 (1), Anhidraza carbonica VI CA6 (1), Anhidraza carbonica
Xl CA12 (1), Anhidraza carbonica XIV CA14 (1), Anhidraza carbonica IX CA9 (1),
Anhidraza carbonica IV CA4 (1), Anhidraza carbonica VB CA5B (1), Anhidraza
carbonica VA CA5A (1)
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Ulterior, s-a realizat o analiza a literaturii de specialitate in scopul identificarii
efectelor fiziologice ale acestor compusi de interes, astfel realizandu-se o clasificare a
posibilelor efecte benefice, prezentate in tabelul 7.5.

Tabelul 7.5. Activitatea potential bioactiva a compusilor din tescovina

Efect Compusi cu care interactioneaza Sursa bibliografica

identificat

Hepatoprotector Citocromul P450 1A2 Kondza et al. (2024)
Citocromul P450 2C9 Kondza et al. (2024)
Citocromul P450 3A4 Kondza et al. (2024)
Citocromul P450 19A1 Kondza et al. (2024)
Chinon-reductaza 2 Fu et al. (2005)

Antidiabetic Aldoz-recuctaza (omologie) Chembl, Alim et al. (2017)

receptorul cuplat cu proteina G 35

Xantin Dehidrogenaza

Receptorul tirozin-protein kinazic FLT3
Acetilcolinesteraza

Fosforilaza glicogenului hepatic

Tirozin-protein kinaza SYK

Subunitatea p110-gama a fosfoinozitid-3 kinazei-
Beta-secretaza 1

Chembl
Chembl
Chembl
Kato et al. (2008)
Chembl
Chembl
Chembl

Antidepresiv

Monoaminoxidaza A

Buryanovskyy et al. (2004)

Neuroprotector

Protein beta-amiloid A4

Receptorul estrogenic alfa
Beta-secretaza 1

Proteina tau asociatd microtubulilor
Acetilcolinesteraza

Tirozin-protein kinazaFYN
Xantin-oxidaza

Kinaza serind/ treonind Aurora-B
Monoamine oxidaza A

Rojas-Garcia et al. (2023)
Chembl

Chembl, Rojas-Garcia et al.
(2023)

Chembl

Pervin et al. (2014)
Dwibedi et al. (2022)

Baier et al. (2020)
Buryanovskyy et al. (2004)
Chembl

Antiinflamator

Cicloxigenaza-1

Cicloxigenaza-2

Subunitatea p110-beta a fosfoinozitid-3-kinazei
Estrogen receptor Alpha
Chinon-reductaza 2

Glicogen sintaza kinaza-3-beta
Oxidaza NADPH 4

Xantin-oxidaza

Receptorul cuplat cu proteina G 35
5-lipoxigenaza acidului arahidonic
Kinaza serind-treonind Aurora B

Chembl
Chembl
Chembl
Chembl
Chembl
Jara et al. (2008)
Chembl
Dwibedi et al.
ChemBL
Kutil et al. (2014)
Baier et al. (2020)

(2022),

Chembl

Anti obezitate Receptorul insulinei Chembl
Estrogen receptor Alpha Chembl

Glicogen sintaza kinaza-3-beta Chembl

Fosforilaza A2 grup 1B Chembl

Anti cancer Receptor tirozin-protei kinazic FLT3 Chembl
Receptor tirozin kinazic Chembl
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Receptor tirozin-protei kinazic UFO

Kinaza tirozinica SYK

Kinaza dependentd de ciclind 1
Metaloproteinaza matriciala 2
Metaloproteinaza matriciala 9
Receptorul estrogen alfa
Serine/threonine-protein kinase PIM1
Serine/threonine-protein kinase Aurora-B
Serine/threonine-protein kinase PLK1
Serine/threonine-protein kinase NEK2
Serine/threonine-protein kinase AKT
Serine/threonine-protein kinase NEK6

Citocromul P450 1B1

ADN topoizomeraza Il alfa
Demetilaza specifiza lizinei
Tirozin-protein Kinaza FYN
Receptorul factorului de crestere epidermica

erbB1
Cyclooxygenase-1
Cyclooxygenase-2

Metaloproteinaza matriciala 3
Subunitatea p110-beta a fosfoinozitid-3-kinazei
Transportorul ATP-binding cassette G2
ADN topoizomeraza Il alfa
Liaza ADN a situsurilor apurinice/apirimidinice

Naveed et al. (2024)
Teller et al. (2009)
Hegedus et al. (2022)
Xia et al. (2010)

Xia et al. (2010)
Avtanski et al. (2018)
Chembl

Baier et al. (2020)
Chembl

Chembl

Chembl

Chembl

Chembl

Avtanski et al. (2018)
Chembl

Avtanski et al. (2018)
Avtanski et al. (2018)
Chen et al. (2013)

Engelbrecht et al. (2007)
Engelbrecht et al. (2007)

Jo et al. (2006)
Raffoul et al. (2012)
Liu et al. (2013)
Kondza et al. (2024)
Fu et al. (2005)

Citocromul P450 1A2 Chembl
Citocromul P450 3A4 Chembl
Chinon reductaza 2
Reglarea Receptorul V2 al vasopresinei (V2R), Xantin Chembl
functiei renale dehidrogenaza, Oxidaza NADPH 4, Anhidraza
carbonica Il
Cardiovascular Oxidaza NADPH 4 Andriantsitohaina et

Xantin oxidaza

5-lipoxigenaza acidului arahidonic

Metaloproteinaza matriciala 2

Receptorul 2 al factorului de crestere endoteliald

vasculard
Citocromul P450 1B1

(2012)

Dwibedi et al. (2022)
Kutil et al. (2014)
Hegedus et al. (2022)
Hegedus et al. (2022)
Liu et al. (2013)

Pentru a completa studiul, compusii identificati au fost analizati si din punct de
vedere al toxicitatii, utilizind metoda instrumentala Protox, care pune in evidenta atat
gradul de toxicitate orala (Tabelul 7.6), cat si probabilitatea interactiunii compusilor
cu tintele de toxicitate (Tabelul 7.7).
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F <.
g

Tabelul 7.6. Rezultate analiza ProTox - Predictia proprietatilor
compusilor fenolici identificati in tescovina

Querceitina | Miristicina | Kaempferol | Pirogalol A.C'd . AC".I. A(.:".:I .
cinamic vanilic siringic
LD50 1190 3919 300 3700 | 2000 1190
o (mg/kg)
5 Clasa 4 5 3 5 4 4
"5 toxicitatii
Yo —
X'w | Precizie 100 82,46 100 67,38 | 69,26 100
Eoc | (%)

Tabelul 6. 6. Rezultate analiza ProTox - Predictia proprietatilor
compusilor fenolici identificati in tescovina (continuare)

GALATIENSIS

Querce- Miristi- Kaemp- Piro- A.C]d AC]q Aqd
o O cina- | vani- | sirin-
itina cina ferol galol - - .
mic lic gic
Pred. - + +
Hepatotoxicitate
Prob. 0.69 0,69 0,68 0,77 0,58 0,55 0,69
Pred. - + +
Neurotoxicitate
Prob. 0.89 0,87 0,89 0,78 0,68 0,77 0,87
5 Pred. + + + + +
< Nefrotoxicitate
€ Prob. 0.62 0,90 0,62 0,59 0,54 0,64 0,90
on
g Toxicitate Pred. + + + +
g | respitatorie Prob. 0.83 0,98 0,83 0,64 | 0,74 | 0,77 | 0,98
[}
5 Pred. +
% Cardiotoxicitate
e Prob. 0.99 0,77 0,91 0,57 0,63 0,76 0,77
Pred. + +
Carcinogenicitate
Prob. 0.68 0,62 0,72 0,59 0,81 0,64 0,62
Pred. + +
Imunotoxicitate
Prob. 0.87 0,96 0,96 0,97 0,98 0,97 0,96
Pred. + +
Mutagenitate
Prob. 0.51 0,97 0,52 0,66 0,93 0,96 0,97
Pred. -
Citotoxicitate
B Prob. 0.99 0,93 0,98 0,91 0,82 0,93 0,93
bl
5 Pred. + +
R Ecotoxicitate
S Prob. 0.53 0,73 0,51 0,68 0,59 0,88 1
©
5 Toxicitate Pred. - + +
5 clinica Prob. 0.53 0,56 0,55 054 | 0,67 | 0,51 | 0,73
E Pred. + +
:.‘ T, , UNIVERSITAS 6 7
- | pe——
v
. | no¢e
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Toxicitate | Prob. | 0.63 0,74 0,66 | 085 | 0,88 | 0,87 | 0,56
nutritionala
Pred. + - + +
E ANR Prob. 0.91 0,97 1 0,99 | 0,99 | 0,94 | 0,74
é AR Pred.
5 Prob. 0.99 0,99 0,99 0,99 1 0,99 0,97
S | arieo Pred. -
g Prob. 0,97 0,99 0,99 0,99 | 0,99 1 0,99
% Aromataza Pred - - -
v Prob. 0,91 1 0,96 0,97 1 0,99 0,99
S Pred. + + + + i i +
E re Prob. 0,87 0,99 1 1 0,98 0,96 1,00
g ER-LBD Pred. + + + + - - +
;b-a Prob. 0,95 1 0,95 1 0,99 0,96 0,99
‘:; PPARY Pred. - - - - - - +
G Prob. 0,98 0,99 0,95 0,94 | 0,97 | 0,97 1,00
Pred. -
Nrf2/ARE Prob. 0,99 0,88 0,99 0,78 | 0,99 0,96 0,99
§ HSE Pred. -
1] Prob. 0,99 0,88 0,99 0,78 | 0,99 0,96 0,88
E MMP Pred. + - +
o Prob. 1 0,7 1 0,86 | 0,98 0,93 0,70
)_g 053 Pred. -
g Prob. 0,97 0,96 0,92 0,95 | 0,99 0,98 0,96
(9]
‘:; ATADS Pred. -
o Prob. 0,99 0,99 0,92 0,92 | 0,98 0,96 0,99
Pred.
THRa Prob. 0,90 0,90 0,90 0,90 | 0,91 0,90 | 0,90
% THRB Pred. -
& Prob. 0,78 0,78 0,78 0,78 | 0,88 0,78 0,78
E Pred. - - - - +
E TR Prob. 0.97 0,97 0,97 0,97 | 0,68 0,97 | 0,97
g Pred. -
-E RYR Prob. 0.98 0,98 0,98 0,98 | 0,97 | 0,98 0,98
% Pred. -
E GABAR Prob. 0,96 0,96 0,96 0,96 | 0,59 0,96 0,96
2 | NMDAR Pred. -
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g

Prob. 0.92 0,92 0,92 0,92 | 0,98 | 0,92 | 0,92
Pred. -
AMPAR
Prob. 0,97 0,97 0,97 0,97 1 0,97 | 0,97
Pred. -
KAR
Prob. 0,99 0,99 0,99 0,99 1 0,99 | 0,99
Pred. - + +
AChE
Prob. 0.69 0,69 0,68 0,77 0,7 0,55 | 0,69
Pred. -
CAR
Prob. 0.98 0,98 0,98 0,98 1 0,98 | 0,98
Pred.
PXR
Prob. 0.92 0,92 0,92 0,92 | 0,53 | 0,92 | 0,92
Pred. -
NADHOX
Prob. 0.97 0,97 0,97 0,97 | 0,77 | 0,97 | 0,97
Pred. -
VGSC
Prob. 0.95 0,95 0,95 0,9 | 0,92 | 0,95 | 0,95
NIS Pred. -
Prob. 0.98 0,98 0,98 0,98 | 0,91 0,98 [ 0,98
Pred. + +
CYP1A2
Prob. 1 0,76 0,93 0,8 0,97 | 0,95 | 0,76
Pred. + +
CYP2C19
Prob. 0,77 0,87 0,65 0,87 | 0,88 | 0,91 0,87
—_ Pred. + + + + + +
2 | CYP2C9
N Prob. 0,99 0,56 0,66 0,58 | 0,58 | 0,63 | 0,56
E Pred. - +
3 CYP2D6
g Prob. 0.85 0,63 0,62 0,87 | 0,93 | 0,82 | 0,63
S Pred. +
£ | cyr3a4
EE Prob. 0.79 0,71 0,65 0,90 | 0,99 | 0,99 | 0,71
s e
S E Pred. -
SR | CYP2E1
2o Prob. 1 0,98 1 0,99 | 0,98 1 0,98
Acid
Cate- | Ciani- Peoni- Delfini- Petuni- | Resveratr | Acid p-
col dina dina dina dina ol cafeic | cumari
C
o LD50 (mg/kg) 100 1190 5000 3919 1190 1560 2980 (1190
[}
5 o | Clasa toxicitatii 3 4 5 5 4 4 5 4
l’_ég Precizie (%) 100 100 69,26 68,07 100 68,07 | 70,97 | 100
éﬁ% |Pred. + + +
N ‘ \ | / UNIVERSITAS 6 9
1., Ay INMA
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Hlepatotoxicita | prob. | 0,82 | 069 | 0,70 0,68 0,69 0,74 | %37 | 069
Neurotoxicitat | Pred - + - - + *
e Prob. | 0,63 | 0,87 0,87 0,86 0,87 0,77 0,83 [ 0,87
Nefrotoxicitat | Pred- - - + + - + *
e Prob. | 0,63 | 0,90 0,64 0,61 0,90 0,59 0,59 | 0,9
Toxicitate Pred. - + + + + . - +
respitatorie | prop, | 0,87 | 0,98 0,82 0,81 0,98 0,57 0,59 | 097
Cardiotoxicitat | Pred: + - + - - +
e Prob. | 0,68 | 0,77 0,70 0,88 0,77 0,51 0,97 [ 0,77
Carcinogenici | Pred. | + *
tate Prob. | 0,84 | 0,62 0,72 0,67 0,62 0,71 0,78 | 0,62
Imunotoxicit | Pred. | - + + - + +
ate Prob. | 0,99 | 0,96 0,51 0,84 0,96 0,86 0,50 | 0,96
Mut - Pred.
utagenitate
¥ Prob. [ 0,90 |0,97 [0,83 |0,58 0,97 0,92 0,98 10,97
Citotoxicitat | Pred. | -
- |€ Prob. | 0,87 | 0,93 0,83 | 0,94 0,93 0,98 0,86 |0,93
"5 Ecotoxicitat Pred. | - + - - + - - +
‘O cotoxicitate
2 Prob. 0,54 [0,73 |0,54 |0,56 0,73 | 0,55 0,82 (0,73
[e]
-E Toxicitate Pred. | - +
T clinica Prob. [ 0,63 | 0,56 |0,62 |0,69 0,56 | 0,60 0,50 | 0,56
)
8 | Toxicitate Pred. | - - + +
2 | nutritionala | prob. (0,80 | 0,74 [0,58 | 0,63 0,74 0,89 0,77 | 0,74
§ ARR Pred. | + - + +
g Prob. | 1 0,97 |0,76 |0,63 0,97 | 0,63 0,97 [0,97
o Pred. | - - - - - + +
2 AR 1 0,99
o Prob. [ 0,99 |0,99 | 0,91 0,97 0,99 1 ,
: AR-LBD Pred. | -
g Prob. [0,99 0,99 [0,95 |0,9 0,99 0,99 0,99 10,99
E A tazs Pred. | - + - + + - - +
romataza
5 Prob. | 0,93 | 1 0,67 |0,54 1 0,85 0,99 |1
3 . Pred. | - + - + + + - +
o— ra
. Prob. | 0,91 | 0,99 0,51 0,66 0,99 1 0,99 0,99
L ®
~ Pred.
X5 | ER-LBD
L 2 Prob.
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Pred. | -
PPAR-Y Prob. | 0,97 | 0,99 0,90 |0,95 0,99 0,97 0,99 0,99
Pred. | -
" Nrf2/ARE Prob. | 0,90 | 0,88 0,83 0,87 0,88 0,93 0,97 |0,88
E HSE Pred. | -
= Prob. 0,90 |0,88 [0,83 |0,87 0,88 |0,93 0,97 |0,88
§ Pred. | - - + + - + - +
g e Prob. | 0,88 | 0,70 [0,78 [0,63 0,70 |1 0,98 0,70
3 053 Pred. | -
)3 Prob. 0,97 |09 |0,79 [0,86 0,9 |0,53 0,97 0,9
“E ATADS Pred. | - : : : : *
o Prob. | 0,98 | 0,99 0,73 0,94 0,99 1 0,98 0,99
Pred.
THRa Prob. [ 0,90 [ 0,90 [0,90 |0,89 0,90 |0,9 0,90 10,9
Pred. | -
THRE Prob. | 0,78 | 0,78 |0,78 |0,94 0,78 |0,78 0,78 (0,78
Pred. | - - - +
TR Prob. | 0,97 | 0,97 0,97 0,86 0,97 0,97 0,97 |0,97
Pred. | -
RYR Prob. | 0,98 | 0,98 0,98 0,90 0,98 0,98 0,98 |0,98
Pred. | -
GABAR Prob. | 0,96 | 0,96 0,96 0,56 0,96 0,96 0,96 | 0,9
Pred. | -
NMDAR Prob. | 0,92 |0,92 |0,92 |0,99 0,92 |0,92 0,92 (0,92
Pred. | -
AMPAR Prob. [ 0,97 |0,97 |[0,97 1 0,97 |0,97 0,97 10,97
o Pred. | -
% KAR Prob. | 0,99 | 0,99 0,99 1 0,99 0,99 0,99 10,99
E AChE Pred. | - + - + + - - +
v Prob. | 0,82 | 0,69 0,70 0,52 0,69 0,74 0,57 | 0,69
T;; CAR Pred. | -
< Prob. | 0,98 | 0,98 0,98 0,99 0,98 0,98 0,98 |0,98
E PXR Pred.
S Prob. | 0,92 | 0,92 0,92 0,51 0,92 0,92 0,92 |0,92
£ NADHOX pred. |-
:>j Prob. | 0,97 | 0,97 0,97 |0,84 0,97 |0,97 0,97 10,97
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Pred. | -
vese Prob. | 0,95 | 0,95 0,95 0,96 0,95 0,95 0,95 |0,95
NIS Pred. | - - - -
Prob. [ 0,98 [ 0,98 0,98 0,91 0,98 0,98 0,98 [0,98
CYP1A2 Pred. | - . . . _ _
Prob. | 0,86 | 0,76 0,68 0,63 0,76 0,92 0,96 |0,76
Pred. | - +
. CYP2CI9 Prob. | 0,74 | 0,87 [0,75 |0,58 0,87 |0,71 0,97 0,87
§ CYP2C9 Pred. | + - - - - - ’ ’
- Prob. | 0,68 | 0,56 0,67 0,54 0,56 0,76 0,65 | 0,56
E | cvpane pred. | - -
= Prob. [ 0,85 [0,63 |0,58 |0,54 0,63 0,80 0,85 | 0,63
E% CYP3A4 Pred. - - - ’
g2 Prob. [ 0.73 | 0,71 0,90 |0,74 0,71 1 0,95 | 0,71
:gsg CYP2E1 pred. |-
25 Prob. | 1 0,9 099 |1 0,91 |0,99 1 0,98

Prin accesarea bazei de date ProTox, au fost generate informatii cu privire la
doza letala LDso, precum si clasificarea compusilor de interes in functie de gradul de
toxicitate. Aceasta clasificare pune in evidenta sase clase de compusi din punct de
vedere al gradului de toxicitate pe care il exercita, dupa cum urmeaza - 5 mg/kg corp,
50, 300, 2.000 si 5.000 mg/kg. Se observa faptul ca majoritatea compusilor prezenti in
tescovina sunt incadrati in clasele 4 si 5 de toxicitate, ceea ce sugereaza un grad redus
de toxicitate orala.

In tabelul 7.7 sunt indicate posibilele interactiuni dintre compusii analizati si
tintele de toxicitate, precum receptorul androgen, estrogenic, dopaminergic, amino
oxidaza A, prostaglandin sintaza, implicate in posibile efecte endocrine, neurologice si

inflamatoare.

Tabelul 7.7. Analiza ProTox - Predictia ,tintelor responsabile de toxicitate”
a compusilor biologic activi identificati in tescovina

Tinta de toxicitate

Grad mediu de

Similaritate medie

Compus potrivire cu cu alti liganzi (%)
farmacoforul (%)

Quercetina Receptorul androgenic 1,69 79,43
Amino oxidaza A 36,22 90,1
Receptorul estrogenic 2 0,39 72,97
Prostaglandin G/H Sintaza 1 42,27 83,51

Miricetina Receptor androgenic 2,71 91,46
Amino oxidaza A 61,67
Receptor histaminic H1 49,7

Kaempferol Receptorul androgenic 1,04
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Amino oxidaza A 26,87 88,12
Receptorul dopaminergic D3 0 73,11
Prostaglandin G/H Sintaza 1 33,6 83
Pirogalol Prostaglandin G/H Sintaza 1 0 93,33
Acid cinamic | - - -
Acid vanilic Receptorul androgenic 0,39 80,85
Amino oxidaza A 27,35 0
Prostaglandin G/H Sintaza 1 38,63 0
Acid siringic | Receptor androgenic 2,71 91,45
Amino oxidaza A 61,67 0
Prostaglandin G/H Sintaza 1
49,7 0
Catecol Prostaglandin G/H 0 80
Sintetaza 1
Receptorul androgenic 2,71 91,46
Cianidina Amino oxidaza A 61,67 0
Receptorul histaminic H1 49,7 0
Receptorul androgenic 7 70,27
Amino oxidaza A 15,68 76,58
Peonidina Receptor estrogenic 2 0,27 70,64
Prostaglandin G/H Sintaza 1 17,63 89,47
Delfinidina Receptor androgenic 0 70,25
Amino oxidaza A 0 76,03
Prostaglandin G/H Sintaza 1 0 70,59
Petunidina Receptor androgenic 2,71 91,46
Amino oxidaza A 61,67 0
Receptorul histaminic H1 49,7 0
Resveratrol Receptor androgenic 1,27 78,37
Receptorul histaminic H1 30,82 82,45
Acid cafeic Prostaglandin G/H Sintaza 1 39,17 89,93
Acid p- Prostaglandin G/H Sintaza 1 48,83 78,52
coumaric
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8. Determinari privind fezabilitatea utilizarii tescovinei de struguri ca
materie prima pentru dezvoltarea produselor alimentare functionale si
sustenabile

in perioada de desfasurare a activitatii A3.2, personalul implicat a derulat o serie
de activitati experimentale si analitice avand ca scop atingerea obiectivelor stabilite
in  cadrul proiectului, respectiv valorificarea sustenabila a subproduselor
agroalimentare. Astfel, laboratorul Chimia Alimentului a receptionat 2 probe de
tescovina de struguri, una de culoare mov (TV) si una de culoare maro (TM).

Proba obtinuta a fost analizata microbiologic cu privire la determinarea
numarului de drojdii si mucegaiuri, determinarea numarului de enterobacterii si
activitatea apei pentru a verifica siguranta alimentara a produsului si pentru a evalua
gradul de contaminare microbiana, parametru esential in stabilirea posibilelor aplicatii
alimentare. Ulterior, probele au fost caracterizate fizico-chimic, prin determinarea
umiditatii, continutului de cenusa, proteine, lipide, zaharuri si glucide. In paralel, a
fost investigat potentialul antioxidant si determinarea contintului de polifenoli totali
din probele de tescovina de struguri.

Rezultatele obtinute in urma acestor determinari vor fi utilizate pentru
evaluarea fezabilitatii utilizarii tescovinei de struguri ca materie prima in dezvoltarea
unor produse alimentare functionale si sustenabile.

8.1. Introducere

In ultimii ani, un subiect care a atras o atentie sporita a fost diminuarea
impactului deseurilor industriale asupra mediului. Numeroase industrii alimentare au
un impact negativ asupra mediului din cauza prezentei in deseurile lor a fenolilor
reziduali din materia prima vegetald utilizatd. In apele uzate industriale, acesti
compusi cresc considerabil necesarul biochimic si chimic de oxigen, cu efecte negative
asupra florei si faunei din zonele de deversare, in timp ce in reziduurile solide pentru
obtinerea ingrasamintelor, nivelurile relativ ridicate de compusi fenolici reprezinta o
problema din cauza inhibarii proprietatilor lor de germinare. Cu toate acestea,
polifenolii au numeroase efecte favorabile asupra sanatatii umane, cum ar fi inhibarea
oxidarii proteinelor cu densitate mica (Frankel si colab., 1993; Frankel si colab., 1995;
Meyer si colab., 1997), reducand astfel riscurile de boli de inima (Williams si Elliot,
1997). De asemenea, compusii fenolici au activitate antiinflamatorie si proprietati
anticancerigene (Miyake si colab., 1999; Carrol si colab., 1999; Maeda-Yamamoto si
colab., 1999). Astfel, compusii fenolici pot fi considerati subproduse cu valoare
adaugata, justificand izolarea lor din deseurile industriale (Moure si colab., 2001).
Aceste reziduuri, de fapt, ar putea fi o sursa alternativa pentru obtinerea de
antioxidanti naturali, considerati complet siguri in comparatie cu antioxidantii sintetici,
cum ar fi butil-hidroxianisolul (BHA) si butil-hidroxitoluenul (BHT), compusi utilizati in
prezent pe scara larga in industria alimentara, cu efecte nedorite asupra enzimelor
organelor umane (Nakatani, 1997).
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Strugurii ocupa in mod constant o pozitie de lider in productia agricola globala
(Shahbandeh, 2021). Procesul de vinificatie genereaza o cantitate substantiala de
deseuri solide, cunoscute sub numele de tescovina, care ramane dupa extragerea
sucului pentru vinurile albe sau dupa presarea strugurilor dupa fermentare pentru
vinurile rosii. Industria vinicola contribuie semnificativ la problemele de mediu prin
eliminarea direct in natura a unor cantitati enorme de tescovina. Cu toate acestea,
valorificarea acest produs secundar poate fi dublu benefica prin atenuarea daunelor
aduse mediului si servind ca sursa de ingrediente functionale (in special compusi
bioactivi). Aceasta abordare se aliniaza cu principiile economiei circulare, permitand
recuperarea compusilor cu valoare ridicata si integrarea acestora in sistemele
economice (Matthews et al., 2021). Diferite metodologii de extractie au fost utilizate
pentru a recupera compusii bioactivi din tescovina de struguri (Figura 8.1).

‘ TESCOVINA Extractie Soxhlet
Tehnologii
. Macerare
conventionale

Refluxare

Tehnologii
non-conventionale

Extractie cu fluid Extractic asistatd Extractie asistati
CO2 supercritic de ultrasunete de ultrasunete

Figura 8.1. Metodologii de extractie utilizate pentru recuperarea compusilor fenolici
din tescovina de struguri
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Din aceasta perspectiva, este posibila combinarea extractiei compusilor valorosi
cu alte procese, cum ar fi compostarea, care ar reduce si mai mult amprenta ecologica
a vinificatiei. In ciuda progreselor, metodele traditionale de extractie, cum ar fi
macerarea si extractia Soxhlet, se confrunta cu provocari, cum ar fi cerintele ridicate
de energie, procesarea lenta si compromiterea sustenabilitatii, ceea ce duce la
eliminarea continua a unor cantitati mari de tescovina de struguri (Cisneros si col.,
2024). Pentru a depasi aceste limitari, se exploreaza tehnologii inovatoare si ecologice
de extractie pentru a imbunatati recuperarea compusilor bioactivi din tescovina de
struguri, cu o eficienta imbunatatita si utilizand practici sustenabile.

Tescovina reprezinta aproape 25% din masa totala de struguri presati si este
compusa in principal din codite, pielite, celule zdrobite din pulpa de struguri si seminte
ramase dupa operatiunile de presare (Devesa-Rey et al., 2011). Conform Jin si col.
(2018), tescovina generata din productia vinului, este compusa din aproximativ 50%
pielite, 25% seminte si 25% tulpini (Figura 8.2).
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Figura 8.2. Compozitia tescovinei de struguri

Acest produs secundar este bogat in alcool, fenoli, taninuri, pigmenti, zaharuri
nefermentate si alti compusi valorosi si este, prin urmare, o sursa promitatoare de
substante bioactive pentru nutraceutice si alimente functionale (Jiménez-Moreno et
al., 2020). Tescovina poseda un potential semnificativ de adaugare de valoare prin
fermentarea etanolului in alcool de struguri si etanol industrial (Muhlack et al., 2018),
sporindu-i valoarea economica si oferind aplicatii in cosmetice si produse farmaceutice
(Liu et al., 2023). In plus, ca sursa de bioetanol, tescovina ofera o alternativa durabila
la combustibilii fosili (Devesa-Rey et al., 2011). In ciuda utilizarii sale ca aditiv pentru
hrana animalelor, continutul sau ridicat de fenoli poate afecta digestibilitatea prin
inhibarea enzimelor cheie si a cresterii microbiene in rumen (Fontana et al., 2013).
Tescovina are, de asemenea, potential ca amendament organic pentru sol datorita
bogatiei sale in nutrienti (Bustamante et al., 1975), desi aplicarea directa poate afecta
negativ cresterea plantelor prin efectele fitotoxice ale taninurilor si ale altor compusi
fenolici (Fontata et al., 2013).

Interesul stiintific pentru studierea compusilor fenolici din tescovina a crescut in
ultimele decenii, avand in vedere potentialele lor efecte benefice asupra sanatatii
umane. Compusii fenolici gasiti in tescovina de struguri induc actiuni care ajuta la
imbunatatirea sanatatii si la reducerea riscurilor pentru sanatate, prezentand o gama
larga de proprietati biologice, cum ar fi proprietati antialergenice, antimicrobiene,
antiinflamatorii, antiimbatranire, antitumorale, antioxidante, antilipotrope,
antitrombotice, cardioprotectoare, insulinotrope si vasodilatatoare (Spissu si col.,
2023) (Figura 8.3).
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Figura 8.3. Efectele polifenolilor din tescovina de struguri asupra sanatatii umane

In cercetarea prezenta, din cadrul proiectului Metrofood-Evolve, activitatea
A3.2, IM 3.5, au fost fost analizate 2 probe de tescovina de struguri, tescovina mov (TV)

si tescovina maro (TM) (Figura 8.4).

Figura 8.4. Probele de tescovina (TV si TM) analizate in cadrul proiectului
Metrofood Evolve

8.2. Materiale si metode

8.2.1. Procedura de extractie pentru evaluarea continutului de polifenoli totali si
determinarea activitatii antioxidante prin metoda DPPH
S-a cantarit o cantitate de ~0,1 g proba peste care s-a adaugat un volum de 10

ml de solvent de extractie (metanol 80%). Extractele au fost obtinute prin vortexare
(Vortex Multi reax, Heidolph Intruments, Schwabach, Germany) la temperatura camerei
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timp de 4 ore. Dupa vortexare, acestea au fost centrifugate timp de 30 minute la 10.000
rotatii pe minut (rpm) la o temperatura de 4°C pentru a indeparta reziduurile.

 —— e ———
pevv— ; !
a5 e =
Cantrifuge S804 1
L Ll
(a) (b)
Figura 8.5. Echipamentele utilizate pentru obtinerea extractelor (a) vortex, (b)

centrifuga

8.2.2. Determinarea continutului de polifenoli totali

Principiul testului F-C consta in reducerea reactivului Folin-Ciocalteu in prezenta
substantelor fenolice, rezultand producerea de albastru de molibden-tungsten care
este masurat spectrofotometric la 752 nm, iar intensitatea creste liniar odata cu
concentratia de fenolici in mediul de reactie.

Continutul total de compusi polifenolici a fost determinat prin metoda Folin-
Ciocalteau. Pe scurt, 500 pL extract metanolic a fost amestecat cu 5 ml reactiv Folin-
Ciocalteau 1:15 si 500 pL carbonat de sodiu 20%. Dupa 20 minute de incubare la
temperatura camerei, la intuneric, compusul albastru colorat dezvoltat a fost masurat
spectrofotometric la 752 nm utilizand un spectrofotometru (Specord 210 UV-VIS,
Analytic Jena, Germania). S-a realizat o curba standard folosind diferite concentratii
(0.005-0.175 mg/mL) de acid galic in aceleasi conditii cu proba (R2=0,9999) (Figura
8.6). Rezultatele au fost exprimate in miliechivalenti acid galic/100 g (mg GAE/100g
substanta uscatd). Analizele au fost efectuate in 6 repetitii pentru o precizie mai mare
a rezultatelor.

UNIVERSITAS : - S0 78
]
iid 1

uuuuuuuuu

£x; g N‘}J!‘"



Cofinantat de

PeCIDIF [£.g
Uniunea Europeana F #

Conectam oportunitati
inantam viitorul

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

1,4 -

y =7,5083x +0,0106

12 A R2 = 0,9999

absorbanta

O T T T 1
0 0,05 0,15 0,2

0,1
concentratie (mg/mL)

Figura 8.6. Curba de calibrare utilizata pentru determinarea compusilor fenolici

8.2.3. Determinarea activitdtii antioxidante prin metoda DPPH

Principiul determinarii activitatii antioxidante prin DPPH: in urma reactiei,
antioxidantul reactioneaza cu DPPH, acesta accepta hidrogenul donor iar solutia pierde
din intensitatea culorii, trecand din mov in galben pal.

Activitatea de captare a radicalilor DPPH a fost determinata utilizand ca
principiu reducere radicalului 2,2-diphenyl-1-picryl-hydrazyl. Amestecul de reactie a
constat in 400 pL de supernatant si 6 ml solutie DPPH, care a fost incubat la intuneric
timp de 30 minute. Dupa expirarea timpului de reactie, s-a masurat absorbanta la 517
nm utilizadnd un spectrofotometru (Specord 210 UV-VIS, Analytik Jena, Germania).
Activitatea antioxidanta a fost calculata utilizand o curba de calibrare (0.05-0.60
mmol/L) obtinuta cu Trolox (R2=0.9995) (Figura 8.7). Rezultatele au fost exprimate in
mg Trolox/100 g substanta uscata. Analizele au fost efectuate in 6 repetitii pentru o
precizie mai mare a rezultatelor.

1,4 A
12 y=-0.1974x + 1.1848
R? = 0.9995
1 -
(0
S
£0,8 -
0
—_
30,6 -
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(]
0,4
0,2
O 1
0 1 2 3 .4 5 7
concentratie (mmol/L)

Figura 8.7. Curba de calibrare utilizata pentru determinarea activitatii
antioxidante prin DPPH
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8.2.4. Determinarea umiditatii

Intr-o fiola de cantarire continand o bagheta de sticla se introduc circa 20 g nisip
de mare si se usuca in etuva la temperatura de 103+2 °C pana la masa constanta. Dupa
racirea fiolei in exsicator, se introduc circa 5 g proba pregatita pentru analiza. Se
amesteca cu ajutorul baghetei. Se introduce fiola in etuva la 50-60 °C si se mentine 2-
3 ore, agitand din cand in cand continutul cu ajutorul baghetei. Se regleaza apoi
temperatura etuvei la 103+2 °C si se continua incalzirea fiolei timp de 3-4 ore,
amestecand din cand in cand cu ajutorul baghetei. Dupa racire in exsicator pana la
temperatura ambianta, se cantareste fiola. Se repeta incalzirea in etuva timp de 30
minute, racirea si cantarirea, pana cand diferenta intre doua cantariri consecutive nu
depaseste 0,004 g.

@ () (©

Figura 8.8. Echipamentele necesare pentru determinarea umiditatii
(a - fiola; b - etuva; c - exsicator)

8.2.5. Determinarea continutului de proteine totale

Metoda se bazeaza pe determinarea continutului de azot total prin metoda
Kjeldahl. Proba este supusa mineralizarii cu acid sulfuric concentrat, in prezenta unui
amestec catalitic care accelereaza oxidarea completa a substantelor organice. In urma
mineralizarii, azotul organic este transformat in ioni de amoniu (NH,*). Dupa
alcalinizare cu hidroxid de sodiu, amoniacul eliberat este distilat cu abur si captat intr-
o solutie de acid boric. Continutul de azot este determinat prin titrarea amoniacului
colectat cu o solutie standard de acid clorhidric. Pe baza continutului de azot, se
calculeaza continutul de proteina bruta al probei.

Intr-un tub Kjeldahl de 300 mL se cantaresc, cu o precizie de +0,1 mg, 1,5-2,0 g
de proba. Se adauga 15 mL acid sulfuric concentrat (H.SO,) si 5 g catalizator,
constand dintr-un amestec de sulfat de potasiu (K;SO,) si sulfat de cupru
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pentahidratat (CuSO,-5H;0). Pentru a preveni spumarea in timpul incalzirii, se adauga
un agent antispumant. Tuburile sunt plasate in unitatea de mineralizare si mentinute
la temperatura de reactie pana la obtinerea unei solutii incolore si limpezi
(aproximativ 2 ore), indicand descompunerea completa a materiei organice. Dupa
mineralizare, probele se lasa sa se raceasca la temperatura camerei.

Tuburile racite se monteaza in unitatea de distilare automata, Kjeldahl. Se
adauga automat 50 mL apa distilata si 60 mL solutie de hidroxid de sodiu (NaOH)
pentru alcalinizarea mediului si eliberarea amoniacului. Amoniacul format este distilat
si captat intr-o solutie de acid boric (H3BO3), care retine amoniacul sub forma de
borat de amoniu.

Solutia care contine amoniacul colectat se titreaza cu solutie standard de acid
clorhidric 0,1 N (HCI) pana la virajul indicatorului mixt (rosu-verde). Volumul de HCl
consumat este proportional cu cantitatea de azot prezenta in proba.

%3
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Figura 8.9. Echipamentele utilizate pentru determinarea continutului de proteine

8.2.6. Determinarea continutului de grasimi

Extractia grasimii se realizeaza cu ajutorul unui solvent organic (eter de petrol)
in aparat Soxhlet, urmata de indepartarea solventului prin distilare/evaporare si
determinarea gravimetrica a fractiei lipidice extrase.

Se cantaresc, cu precizie de +0,1 mg, aproximativ 5 g din proba de analizat si se
transfera cantitativ in cartusul Soxhlet. Cartusul se astupa cu un tampon de vata pentru
a preveni pierderea particulelor si se introduce in extractor.

Balonul se ataseaza extractorului; inainte de utilizare, balonul trebuie sa fie fost
uscat la 103 = 2 °C pana la masa constanta iar apoi trebuie cantarit. Se toarna solventul
pana la producerea primelor sifonari; ulterior se adauga inca 50 mL solvent pentru a
asigura un exces care sa nu limiteze extractia. Se monteaza refrigerentul.

Se incalzeste balonul pe baia de apa si se regleaza puterea astfel incat sa se obtina
10-12 sifonari/h. Durata extractiei este de 5-6 ore (corespunzator numarului adecvat
de cicluri de sifonare pentru extractia completa a lipidelor).

Dupa incheierea extractiei, se indeparteaza cartusul. Solventul se indeparteaza
prin distilare/evaporare, colectandu-se in balonul de extractie fractia grasa. Ulterior,
balonul se usuca in etuva 1 ora la 103 + 2 °C, se raceste in exsicator pana la
temperatura camerei si se cantareste. Se repeta ciclul de incalzire in etuva si racire in
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exsicator pana se obtine masa constanta (diferenta intre doua cantariri consecutive
sub limitele instrumentului).

Figura 8.10. Echipamentele utilizate pentru determinarea continutului de grasime

8.2.7. Determinarea continutului de cenusa

Proba de lucru este supusa procesului de calcinare la o temperatura de 750 °C,
pana la combustia completa a substantei organice. Dupa finalizarea calcinarii, se
determina masa reziduului mineral (cenusii) prin cantarire analitica.

Creuzetele se introduc in cuptorul de calcinare si se mentin timp de 4 ore la 750
°C pentru a elimina eventualele impuritati si urme de umiditate. Inainte de utilizare,
creuzetele se scot din cuptor si se lasa sa se raceasca in exsicator, pentru a evita
absorbtia umiditatii din atmosfera. Ulterior, acestea se cantaresc cu o precizie de +0, 1
mg si se pastreaza in exsicator pana la utilizare.

Se cantaresc, cu o precizie de +0,1 mg, aproximativ 2,5 g de proba. Proba se
transfera in creuzetul pregatit si cantarit anterior, fara tasare, astfel incat sa se
formeze un strat uniform de material.

Pentru initierea procesului de ardere, se adauga o cantitate mica de etanol peste
proba de analizat. Dupa ce etanolul si proba s-au ars complet, creuzetul se introduce
in cuptorul de calcinare, mentinut la 750 °C, pentru o perioada de 4 ore. Calcinarea
se considera completa atunci cand intreaga substanta organica, inclusiv particulele
reziduale de carbon, a fost combusta. La final, creuzetul se scoate din cuptor si se
introduce in exsicator pentru racire la temperatura camerei. Dupa racire, creuzetul cu
reziduul de cenusa se cantareste cu o precizie de +0,1 mg.

UNIVERSITAS

i}

GALATIENSIS




i Cofinantat de

RE Uniunea Europeana

*

.
PoCIDIF i
. l{ °
Conectim oportunitati
................ ®
)

* %

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Figura 8.11. Echipamentele utilizate pentru determinarea continutului de cenusa
(creuzet si cuptor de calcinare)

8.2.8. Determinarea continutului de zahdr

Metoda se bazeaza pe proprietatea zaharurilor reducatoare (zahar invertit) de
a reduce sarurile cuproase alcaline la cald, formand oxid cupros (Cu;0). Cantitatea
de oxid cupros format, proportionala cu continutul de zahar reducator din proba, este
determinata indirect prin titrare iodatometrica: oxidul cupros reduce iodul liber, iar
excesul de iod este titrat cu o solutie standard de tiosulfat de sodiu.

Se cantaresc aproximativ 5 g proba, care se transfera cantitativ intr-un balon
cotat de 250 mL. Se adauga 150 mL apa calda (50-55 °C) si se agita periodic (la
intervale de 5 minute) timp de 30 minute, pentru o extractie completa a zaharurilor
solubile. Dupa aceasta perioada, solutia se lasa sa se raceasca la temperatura camerei.
Pentru clarificare (defecare), se adauga 5 mL solutie de sulfat de zinc 15% si 5 mL
solutie de ferocianura de potasiu 10%. Se agita energic, apoi se completeaza volumul
balonului la semn cu apa distilata, se agita din nou si se lasa in repaus 15 minute pentru
decantare. Daca filtratul obtinut este tulbure, se refiltreaza prima portiune limpede
prin hartie de filtru uscata.

Se pipeteaza 50 mL din solutia obtinuta anterior intr-un balon cotat de 100 mL,
peste care se adauga 5 mL acid clorhidric (HCl). Balonul se introduce intr-o baie de
apa mentinuta la 68-70 °C si se mentine timp de 8 minute, pentru hidrolizarea
zaharozei in glucoza si fructoza (zahar invertit). Dupa hidroliza, solutia se raceste
imediat in apa rece, se adauga cateva picaturi de fenolftaleina si se neutralizeaza cu
solutie de hidroxid de sodiu 30%, pana la aparitia unei colorari roz pal.

Intr-un vas Erlenmeyer de 200-300 mL, se introduc:

o 30 mL din solutia obtinuta dupa hidroliza,

o 10 mL solutie cuprica (Fehling 1),

o 10 mL solutie alcalina (Fehling I1).
Amestecul se aduce la fierbere timp de 2 minute la flacara, pe o sita de azbest
prevazuta cu un orificiu central de circa 3 cm diametru, pentru distributia uniforma a
caldurii. Dupa fierbere, vasul se raceste rapid in curent de apa rece. Se adauga
succesiv 10 mL solutie de iodura de potasiu (KI) si 10 mL acid sulfuric (H.SO,). Solutia
se titreaza imediat cu solutie de tiosulfat de sodiu 0,1 N, pana la trecerea culorii de
la brun la galben-deschis. Se adauga apoi 5 mL solutie de amidon 1%, iar titrarea se
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continua pana la disparitia culorii brun-albastre, punctul final al reactiei. Se
efectueaza o determinare martor (blank) in aceleasi conditii si cu aceiasi reactivi,
nlocuind solutia de proba cu aceeasi cantitate de apa distilata.

8.3. Rezultate

8.3.1. Determinarea continutului de polifenoli totali (TPC) in probele analizate

Cu privire la probele de tescovina analizate, continutul de TPC a fost de 690,46
mg GAE/100g s.u. in TV, si 4464,73 mg GAE/100g s.u. in TM (Tabel 8.1). Intr-un
studiu de specialitate, Castrica si col. (2019) au analizat tescovina de struguri si au
obtinut un continut de polifenoli totali de 4480,50 mg GAE/100g. Rezultatul este
mai mare de aproximativ 6,5 ori comparativ cu TV si asemanator cu proba TM.
Continutul de polifenoli totali in tescovina de struguri a fost intre 607-729,20 pg/g
substanta uscata (s.u.) (Martins si col., 2016), 252,80 pg/g s.u. (Antoniolli si col.,
2015), si 116 pg/g s.u. (Sinrod si col., 2021).

Tabel 8.1. Continului de polifenoli totali in probele analizate

Proba TPC (mg GAE/100g) s.u
TV 690,46+21,97
™ 4464,73+1,94

Valorile sunt exprimate ca medie + deviatie standard (n = 3).

Continutul total de polifenoli in extractele de tescovina de struguri cu etanol 50%
si acetona 50% au fost de 38,70 mg GAE/g s.u. si 45,18 mg GAE/g s.u. (Rodrigues si
col., 2023). lora si col. (2015) au analizat 3 tipuri de tescovina obtinute din 3
varietati de struguri: Merlot, Tanat si Cabernet Sauvignon, soiuri cultivate in anul
2012, in regiunea Toledo, Brazilia, cu privire la continutul de polifenoli totali.
Rezultatele au aratat un continute de polifenoli totali de 3762,42 mg GAE/100 g,
3014,55 mg GAE/100 g, si 5101,82 mg GAE/100 g. Rezultatul pentru TM se
incadreaza in acest domeniu, insa TPC pentru TV este comparabil mai mic. Intr-un
studiu de specialitate, Amico si col. (2008) au analizat diferite probe de tescovina
din struguri si au observat ca nivelul de polifenoli totali a variat intre 13.980 si
39.770 mg GAE/100 g. Utilizand diferite tipuri de extractii “verzi”, precum extractia
cu fluide supercritice (EFS) si extractia cu solventi lichizi conventionali in conditii
subcritice cu temperatura si presiune controlate (ESLC), Otero-Pareja si col. (2015),
au raportat o concentratie de polifenoli intre 34,5-135,7 mg GAE/g s.u pentru EFS
si intre 177,1-254,6 mg GAE/g s.u. Variatiile continutului de polifenoli se pot datora
mai multor factori, cum ar fi variabilitatea genetica, presiunea mediului, tehnicile
de cultivare, varsta si maturitatea plantelor si tratamentele postrecoltare (Thomas
si col., 2018).
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8.3.2. Evaluarea activitatii antioxidante DPPH in probele analizate

Rezultatele activitatii antioxidante pentru probele de tescovina sunt prezentate in
tabelul 8.2. Activitatea antioxidanta in TV a fost de 877,04 mg TE/100g s.u. in timp ce
valoarea DPPH pentru TM a fost de 10589,58 mg TE/100g s.u. Castrica si col. (2019) au
analizat tescovina de struguri si au obtinut o valoare de 5511,40 mg TE/100g. Luchian
si col. (2019) au analizat diferite probe de tescovina de struguri cu privire la
determinarea activitatii antioxidante prin metoda FRAP. Acestea au fost obtinute in
urma procesului de fermentatie din recolta 2017 a soiurilor de struguri Sauvignon Blanc,
Traminer, Busuioaca de Bohotin, Cabernet Sauvignon, Merlot, Feteasca Neagra si
Feteasca a Regala. Valorile activitatii antioxidante FRAP au variat intre 937,09 si
1688,51 UM Trolox/100 mL pentru extractele etanolice si intre 186,09-1164,22 pM
Trolox/100 mL pentru extracele metanolice.

Rockenbach si col. (2011) au analizat 4 tipuri de tescovina de struguri: Cabernet
Sauvignon, Merlot, Bordeaux si Isabel cu privire la activitatea antioxidanta prin 3
metode: DPPH, ABTS si FRAP. Valorile activitatii antioxidante prin DPPH au variat intre
188,02- 505,52 pM Trolox/g, intre 193,36-485,42 pM Trolox/g pentru ABTS, si intre
117,79-249,46 pM Trolox/g pentru FRAP.

Tabel 8.2. Evaluarea activitatii antioxidante prin DPPH in probele analizate

Proba DPPH (mg TE/100g) s.u
TV 877,04+19,13
™ 10589,58+25,45

Valorile sunt exprimate ca medie + deviatie standard (n = 3).

Pérez-Jiménez si col. (2008) au raportat valori ale activitatii de 124,4 pmol TEAC/g
prin metoda ABTS si 273,9 ymol TEAC/g utilizand metoda FRAP. pentru tescovina din
strugurii rosii recoltat1 in Manzanares, Spania. intr-un studi realizat de Sanchez-Alonso
si colab. (2008) tescovina de struguri din soiul Airén a prezentat o activitate
antioxidanta de 284 pmol TEAC/g utilizand metoda ABTS. Asadar, tescovina reprezinta
o resursa bogata in antioxidanti naturali, a caror bioactivitate poate fi cuantificata
precis prin metode precum DPPH, ABTS, FRAP, CUPRAC. Aceste proprietati sustin
utilizarea compusilor fenolici extrasi in formulari alimentare sau farmaceutice, ca
alternativa la antioxidantii de sinteza.

8.3.3. Evaluarea caracteristicilor fizico-chimice din probele de tescovina de struguri

Caracterizarea fizico-chimica a probelor de tescovina de struguri este prezentata
in Tabelul 8.3. In ceea ce priveste continutul de apa, proba TV a inregistrat o umiditate
mai redusa comparativ cu proba T™. Tn schimb, proba TV s-a remarcat printr-un
continut mai ridicat de proteine, grasimi si cenusa fata de proba TM. De asemenea, se
evidentiaza un continut semnificativ de zaharuri in proba TM (35,47%), de aproximativ
30 de ori mai mare decat cel determinat in proba TV, 1,18%. Continutul de cenusa,
4,62% respectiv 3,37% reflecta proportia de substante minerale, iar nivelul ridicat de
glucide contribuie semnificativ la valoarea energetica totala.
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Tabel 8.3. Caracterizarea fizico-chimica a probelor de tescovina de struguri

Proba | Umiditate | Proteine | Grasime Cenusa Glucide Zaharuri Valoare Umiditate
(%) (%) (%) (%) (%) (%) energetica (%)
(kcal/100g)
v 5,22+0,12 | 10,49+0,10 | 8,66+0,01 | 4,62+0,06 | 71,01+0,21 | 1,18+0,10 404+1,41 5,22+0,12
T™ 7,80+0,10 | 6,24+0,14 | 5,96x0,08 | 3,37+0,13 | 76,63+0,19 | 35,47+0,11 385+1,41 7,80+0,10

Valorile sunt exprimate ca medie + deviatie standard (n = 2).

Intr-un studiu de specialitate, Ahmed si col. (2020) au analizat compozitia fizico-
chimica a unor probe de tescovina provenite din zece soiuri de struguri. Rezultatele au
evidentiat un continut de umiditate cuprins intre 20,64 si 28,47%, valori semnificativ
mai ridicate comparativ cu cele obtinute in prezenta cercetare. Continutul de proteine
a variat intre 9,28 si 14,41%, cel de grasimi intre 6,44 si 10,47%, iar continutul de cenusa
s-a situat in intervalul 3,21-6,86%. Gowman Alison si col. (2019) au raportat un continut
de cenusa de 4,65% in tescovina de struguri, valoare apropiata de cea determinata in
acest studiu pentru proba TV. Sousa si col. (2014) au investigat compozitia fizico-
chimica a tescovinei provenite dintr-o regiune semiarida din nord-estul Braziliei,
raportand un continut de apa de 3,33%, inferior valorilor obtinute in cercetarea de fata.
In acelasi studiu, continutul de cenusa (4,65%) si cel de lipide (8,16%) au fost
comparabile cu cele determinate pentru proba TV. Continutul de proteine (8,49%) a
fost mai ridicat decat cel al probei TM, dar inferior celui inregistrat pentru proba TV.

8.4. Caracterizarea fitochimica, elementala si toxicologica a tescovinei de struguri
in vederea selectiei ca ingredient alimentar functional

Strugurii (Vitis spp., Vitaceae) reprezinta una dintre cele mai mari culturi de
fructe produse la nivel mondial. In fiecare an, putin peste 39,6 milioane de tone (57%
din recolta totala) sunt cultivate si procesate pentru industria vinicola (Almanza-
Oliveros si colab., 2024). Industria vinicola este una dintre cele mai importante
industrii, in special pentru economia europeana, utilizénq aproximativ 80% din
productia de struguri din lume (Di Stefano si colab., 2022). In timpul procesului de
vinificatie, dupa fermentatia alcoolica, aproximativ 10%-30% din greutatea strugurilor
procesati ramane sub forma de deseu organic solid, si anume tescovina; aceasta este
compusa din pielite, tulpini si seminte de struguri (Milincic si colab., 2021). Gestionarea
si valorificarea adecvata a deseurilor si subproduselor viticole sunt cruciale pentru
dezvoltarea durabila, din perspectiva economiei circulare. In prezent, tescovina de
struguri a atras un interes tot mai mare in domeniul alimentar datorita continutului sau
valoros, care cuprinde compusi nutritionali si bioactivi. Astfel, tescovina de struguri
contine cantitati mari de polifenoli (Gutiérrez-Escobar si colab., 2021; Onache si colab.,
2022), fibre alimentare, proteine (Gazzola si colab., 2014) si un profil de acizi grasi cu
continut ridicat de acizi grasi mono si polinesaturati si niveluri scazute de acizi grasi
saturati. De asemenea, a fost raportata o mare variabilitate a continutului de minerale
din tescovina de struguri (Lachman si colab., 2013).

Pe langa utilizarea traditionala a tescovinei de struguri ca hrana pentru animale,
au fost studiate utilizari alternative ale acestor subproduse valoroase. Recuperarea
compusilor bioactivi din deseurile de vin este una dintre cele mai importante
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alternative studiate (Mendes si colab., 2013; Castellanos-Gallo si colab., 2022).
Compozitia chimica complexa a tescovinei de struguri sugereaza ca aceasta reprezinta
o0 sursa promitatoare pentru dezvoltarea de noi produse cu valoare adaugata ridicata,
cum ar fi nutraceutice, alimente functionale si produse cosmetice (in principal de
ingrijire a pielii).

Obiectivul acestui studiu a fost analiza unor tescovine provenite din diferite
soiuri de struguri albi si rosii din punct de vedere al continutului in compusi bioactivi in
vederea selectarii pentru utilizarea ca aditiv/ingredient alimentar in dezvoltarea de
produse noi cu avantaje tehnologice si functionale.

8.4.1. Material biologic

Au fost selectate probe de tescovina (Figura 8.12) provenind din trei soiuri de
struguri albi (Feteasca alba, Riesling si Muscat Ottonel) si doua soiuri de struguri rosii
(Feteasca Neagra si Cabernet Sauvignon), avand caracteristici diferite din punct de
vedere fizic, chimic si senzorial. Exceptand tescovina din soiul Muscat Ottonel furnizata
de USV Timisoara, restul probelor au provenit de la Statiunea de Cercetare-Dezvoltare
pentru Viticultura si Vinificatie ,,Pietroasa” a USAMV Bucuresti.

Feteasca alba Riesling Muscat Ottonel

Feteasca neagra Cabernet Sauvignon

Figura 8.12. Tescovina de la soiuri albe si rosii
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Soiurile de struguri albi sunt caracterizate prin pielita de nuante verzui, galbene
sau aurii, fiind folosite preponderent pentru obtinerea vinurilor albe, proaspete sau
maturate. Acestea ofera o gama larga de arome (florale, fructate, minerale), o
aciditate ridicata si o structura rafinata, fiind apreciate pentru eleganta si versatilitate.

Feteasca Alba: soi stravechi, echilibrat, cu arome subtile de flori de camp,
fructe coapte si o aciditate placuta.

Riesling (Rin/Italian): soi care prefera climatele reci, oferind vinuri cu o
aciditate marcanta, note minerale, citrice si, uneori, o nota specifica de petrol la
maturitate.

Muscat Ottonel: soi aromat, delicat, cu parfum intens de strugure proaspat,
trandafiri si miere, ideal pentru vinuri dulci si demidulci.

Soiurile de struguri rosii (negri) se caracterizeaza in functie de profilul aromatic,
structura taninurilor, intensitatea culorii si adaptabilitatea la climat. Vinurile rosii sunt
apreciate pentru structura lor, culoarea intensa de la rosu-rodie la nuante inchise, si
extractibilitate.

Feteasca Neagra: soi autohton romanesc, apreciat pentru aroma sa complexa,
condimentata, si culoarea intensa, rubinie. Se caracterizeaza prin note predominante
de prune uscate, coacaze negre si nuante discrete de scortisoara, avand un gust
catifelat si o structura buna.

Cabernet Sauvignon: soi international clasic, recunoscut pentru taninurile sale
ridicate, structura puternica si potentialul mare de invechire. Aromele tipice includ
coacaze negre,ardei gras si ierburi.

8.4.2. Metode de analiza

1. Optimizarea metodei de extractie a polifenolilor s-a realizat prin folosirea
metodologiei suprafetei de raspuns printr-un design Box-Behnken (RSM - BBD), o tehnica
statistica eficienta care permite modelarea si optimizarea proceselor prin evaluarea
simultana a efectelor factorilor independenti si a interactiunilor dintre acestia,
utilizdnd un numar redus de experimente (Li si colab., 2026).

2. Determinarea continutului de compusi bioactivi

Polifenolii au fost determinati printr-o metoda spectrofotometrica ce se bazeaza
pe reducerea fosfowolframatilor si fosfomolibdatilor din reactivul Folin-Ciocalteu
(Singleton si colab., 1999).

Flavonoidele au fost analizate printr-o metoda spectrofotometrica ce se bazeaza
pe formarea unor complecsi galbeni, stabili, intre ionii de Al(lll) si gruparile ceto si
hidroxil ale flavonoidelor (Nicolescu si colab., 2025).

Antocianii au fost analizati printr-o metoda spectrofotometrica bazata pe
modificarea culorii antocianilor in functie de pH (Versari si colab., 2007). Se masoara
variatia absorbantei culorii antocianilor la doua valori de pH (0,6 si 3,5) in raport cu
apa distilata. Masuratorile se fac la lungimea de unda de 520 nm, absorbanta probelor
fiind proportionala cu continutul in antociani.
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3. Analiza FT-IR a permis caracterizarea extractelor de tescovina prin
detectarea benzilor de absorbtie caracteristice compusilor fenolici: vibratiile de
intindere ale gruparii O-H (3600-3000 cm™"), vibratiile scheletului aromatic C=C (1610-
1450 cm™1) si vibratiile de intindere C-O ale gruparilor fenolice (1210-1030 cm™") (Alecu
si colab., 2020).

4. Analiza elementala a constat in mineralizarea probei prin digestie cu
microunde in sistem inchis, utilizand HNO; si H,0, pentru descompunerea matricei
organice, urmata de determinarea cantitativa a microelementelor si metalelor grele
(Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Sb, Se, Zn) prin spectrometrie de masa cu plasma
cuplata inductiv (ICP-MS).

5. Evaluarea contaminarii cu aflatoxine si ochratoxina A s-a realizat prin
extractia tescovinei in solventi hidroalcoolici si diluarea cu tampon fostat steril,
extractele diluate fiind ulterior purificate prin trecerea lor prin coloane de
imunoafinitate: AFLAClean pentru aflatoxine si OTAClean pentru ochratoxina A.
Determinarea cantitativa s-a realizat prin UPLC-FLD, in elutie izocratica la lungimi de
unda de emisie si excitare specifice: pentru aflatoxine - Aexc=365 nm / Aem=455 nm,
iar pentru oxhratoxina A - Aexc=330 nm / Aem=460 nm.

Rezultate si discutii

1. Optimizarea metodei de extractie

Optimizarea extractiei polifenolilor prin folosirea metodologiei suprafetei de
raspuns printr-un design Box-Behnken (RSM - BBD) a urmat un plan experimental de tip
4 factori si 3 niveluri, generat in softul Stat-Ease 360 (Design-Expert), pentru doua tipuri
de tescovina: alb (Riesling) si rosu (Cabernet Sauvignon). Cei patru factori independenti
— raportul solid/solvent (masa/volum), temperatura de extractie (°C), timpul de
extractie (min) si concentratia solventului etanolic (% v/v) — au fost studiati la trei
niveluri codificate (-1, 0, +1), iar matricea de experimente a cuprins 35 de puncte de
design pentru fiecare tip de tescovina, dintre care 4 puncte centrale (replicate ale
conditiilor mediane) pentru estimarea erorii pure si evaluarea lipsei de ajustare a
modelului. Dupa efectuarea variantelor de extractie in ordine randomizata, continutul
total de polifenoli (mg GAE/g proba) a fost introdus in soft ca raspuns dependent, iar
datele experimentale au fost ajustate printr-o regresie multipla la un model polinomial
de ordinul doi. Validarea modelului s-a realizat prin analiza ANOVA, iar efectele
factorilor si ale interactiunilor dintre acestia au fost vizualizate prin grafice de tip
contur si suprafete de raspuns 3D. Pe baza functiei de dezirabilitate, au fost stabiliti
parametrii optimi de extractie a polifenolilor totali, iar validarea experimentala a
confirmat concordanta stransa dintre valorile prezise si cele obtinute (Li si colab.,
2026).

Optimizarea s-a realizat pentru tescovina de struguri albi (Riesling) si tescovina de
struguri rosii (Cabernet Sauvignon), tipul de tescovina putand determina parametri
optimi de extractie diferiti, datorita compozitiei fenolice distincte si a structurii
matricii specifice fiecarui soi. Tescovina rosie, supusa fermentatiei pe pielite, prezinta
un profil fenolic mai bogat, incluzand antociani, si o structura celulara mai degradata,
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care favorizeaza penetrarea solventului si desorbtia compusilor (Da Porto si Natolino,
(2026). in schimb, tescovina alba, care nu trece prin macerare prelungitd, pastreaza o
structura celulara mai intacta si un continut mai ridicat de taninuri condensate si
catechine, ceea ce poate impune diferite conditii precum: raport solvent/proba mai
ridicat, concentratie diferita de etanol sau un timp de extractie mai indelungat pentru
o extractie eficienta (Onache si colab., 2022).

Astfel, in urma optimizarii s-au putut stabili conditiile optime pentru fiecare soi in
parte, prezentate in tabelul 8.4., fiind evidentiate diferente clare intre profilele
optime de extractie ale celor doua tipuri de tescovina, justificate de particularitatile
compozitionale si structurale fiecareia.

Tabel 8.4. Parametrii optimi de extractie pentru tescovina de soi alb si rosu

Parametru Tescovina alba Tescovina rosie
optimizat Parametru Parametru Parametru Parametru
optim de lucru optim de lucru
Raport de 0,975:10 1:10 0,949:15 1:15
extractie (g/ml)
Temperatura (°C) 52,81 50 56,06 55
Perioada de 52,71 50 35,03 35
extractie (min)
Concentratia 56,15 60 64,51 65
etanolului (%)

*etanol acidifiat cu 0,1% HCl

Tn cazul raportului de extractie, tescovina rosie necesita un raport mai mare (1:15),
datorat posibil de incarcatura fenolica mai ridicata a tescovinei rosii, bogata in
antociani, flavanoli si proantocianidine, care necesita un volum mai mare de solvent
pentru a asigura o diferenta de concentratie suficienta si a preveni saturarea prematura
a acestuia (Li si colab., 2026).

Temperatura optima pentru tescovina rosie (55°C) este usor mai ridicat decat
pentru cea alba (50°C). Temperatura moderat crescuta favorizeaza extractia
antocianilor si a compusilor legati mai puternic de matricea celulara, dar nu trebuie sa
depaseasca 60°C pentru a evita degradarea termica a acestora (Gurgenidze si colab.,
2022).

In cazul perioadei de extractie, s-au semnalat cele mai clare diferente: tescovina
alba avand nevoie de aproape 50 de minute, fata de doar 35 pentru cea rosie. Tescovina
alba, nefiind supusa fermentatiei pe pielite, pastreaza o structura celulara mai intacta,
cu pereti celulari mai putin degradati, ceea ce incetineste difuzia compusilor fenolici
in solvent si impune un timp mai indelungat de extractie (Da Porto si Natolino, 2026).
In schimb, macerarea prelungita specifica vinificatiei rosii frag1l1zeaza peretii celulari
ai bostinei, facilitand eliberarea rapida a compU§1lor.

Cu privire la concentratia etanolului, tescovina rosie necesita un procent mai mare
de etanol (65% fata de 60%). Antocianii si proantocianidinele din strugurii rosii au o
solubilitate mai buna in amestecuri hidroalcoolice cu un continut mai ridicat de etanol,
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in timp ce catechinele si acidul galic, predominante in tescovina alba, se extrag eficient
la concentratii mai moderate de alcool (Rajha si colab., 2014).

2. Determinarea continutului de compusi bioactivi

Continutul in polifenoli totali

Compusii fenolici sunt metaboliti secundari prezenti in struguri si vin, care se
formeaza si se transforma in timpul procesului de vinificatie. Studii recente au aratat
ca fenolii exercita numeroase proprietati benefice pentru sanatate, inclusiv
antioxidante, antimicrobiene, de protectie cardiaca si de prevenire a cancerului
(Milinci¢ si colab., 2021; Di Stefano si colab., 2022).

Din punct de vedere chimic, fenolii prezenti in vin pot fi clasificati in flavonoizi
(de exemplu, antocianine, flavan-3-oli, flavonoli) si non-flavonoizi (de exemplu, acizi
fenolici, stilbeni si taninuri). Dintre acestia, cel mai des utilizati pentru evaluarea
calitatii si autenticitatii vinului sunt acizii fenolici, flavonoidele, taninurile si stilbenele
(Merkyté si colab., 2020).

Analiza continutului in polifenoli totali in probele de tescovina din soiurile
selectate pentru acest studiu a indicat un continut mediu mai mare in tescovina din
soiurile rosii (39,86 mg/g) in raport cu cea din struguri albi (28,07 mg/g). Pentru
tescovina alba au fost determinate valori cuprinse intre 24,95 (Muscat Ottonel) si 33,27
mg/g (soiul Riesling), in timp ce dintre soiurile de struguri rosii analizate, valoarea cea
mai mare a fost determinata in tescovina provenita din soiul Feteasca Neagra (47,51
mg/g) (tabel 8.5.).

Tabel 8.5. Valorile parametrilor biochimici analizati in probele de tescovina

Tescovina Polifenoli Flavonoide Antociani
(mg GAE/g) | (mg RE/g) (mg/g)
Feteasca alba 27,89 +1,05 | 12,37 £ 0,49 -
Riesling 33,27 £1,76 | 13,84 £ 0,65
Muscat Ottonel 24,95+ 0,37 | 11,59 £ 0,57 -
Feteasca Neagra 47,51 +1,07 | 25,30+ 1,11 | 2,54 + 0,24
Cabernet Sauvignon 32,51 +0,87 | 20,72+ 1,55 | 1,97 £ 0,11

Rezultatele obtinute au fost comparabile cu cele raportate in literatura de
specialitate pentru probele de tescovina de la alte soiuri de struguri rosii. Astfel, Negro
si colab. (2021) au raportat continuturi similare in diferite soiuri cultivate in zona
Salento, sudul Italiei: Negramaro (52,9 mg/g), Cabernet Sauvignon (38,1 mg/g) si
Malvasia di Lecce (27,6 mg/g). Alte cercetari au raportat valori pentru alte soiuri:
Merlot (69-80 mg/g) (Ferri si colab., 2020), Malbec (196,2 mg/g) (Antoniolli si colab.,
2015), Cabernet Franc (153,8 mg/g) (Xu si colab. 2016) si Tempranillo (26,8-71,8 mg/g)
(Ayuda-Duran si colab., 2019).

Pe de alta parte, soiurile de struguri albi au avut valori mai mari pentru
continutul in polifenoli totali decat cele determinate in prezentul studiu: Riesling
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Italian (47,9 mg/g) (Vojackova et al., 2020), Chardonnay (58,2 mg/g) (Xu si colab.,
2016), Vidal Blanc (55,5 mg/g) (Zhang si Zhu, 2015).

Cercetari anterioare au demonstrat ca polifenolii prezinta o distributie calitativa
si cantitativa diferita, in functie de mai multi factori, cum ar fi soiul de struguri, locatia
acestora si procedurile de vinificatie; chiar si in cadrul aceluiasi cultivar, variatiile pot
fi datorate diferitelor regiuni geografice si recoltei de vin (Gutiérrez-Escobar si colab.,
2021; Onache et al., 2022).

Continutul in flavonoide

Flavonolii sunt considerati una dintre cele mai importante clase de compusi
fenolici datorita activitatii lor ca si captatori ai speciilor reactive de oxigen si rolului
lor in inhibarea oxidarii lipoproteinelor cu densitate mica (Mustafa si colab., 2021).
Acestia se formeaza in aceeasi cale biosintetica care produce si antociani in struguri si
sunt asociati cu co-pigmentarea, conferind stabilitate culorii antocianilor (Beres si
colab., 2017). Kaempferolul, quercetina, miricetina si izoramnetina sunt raportati ca
fiind principalii flavonoli din extractele de struguri, vin si tescovina (Makris si colab.,
2006).

Continutul de flavonoide totale (exprimat in mg echivalenti rutina/g) prezinta
variatii semnificative intre cele cinci sortimente de tescovina analizate (tabel 2),
corelate atat cu tipul de strugure (alb vs. rosu), cat si cu particularitatile varietale.

Soiurile rosii (Feteasca Neagra si Cabernet Sauvignon) prezinta un continut de
flavonoide semnificativ mai ridicat comparativ cu soiurile albe, ceea ce este in
concordanta cu datele din literatura de specialitate (Caponio si colab., 2023). Media
flavonoidelor la soiurile rosii este de 23 mg RE/g, aproximativ de 1,8 ori mai mare decat
media soiurilor albe (12,60 mg RE/g). Aceasta diferenta se datoreaza cel mai probabil
prezentei antocianilor la strugurii rosii — compusi flavonoidici caracteristici care se
acumuleaza in pielite si raman in tescovina dupa fermentatia pe pielite specifica
vinificatiei rosii.

Printre cele trei soiuri albe, continutul de flavonoide scade in ordinea: Riesling
(13,84 mg RE/g), Feteasca alba (12,37 mg RE/g) si Muscat Ottonel (11,59 mg RE/g).
Astfel, se constata o variabilitate moderata intre soiuri, atribuita diferentelor genetice
intrinseci in calea biosintetica a flavonoidelor, precum si influentei factorilor agro-
climatici si a conditiilor de vinificatie (Gonzalez-Centeno si colab., 2013).

Feteasca Neagra (25,30 mg RE/g) inregistreaza un continut de flavonoide cu 22%
mai ridicat decat Cabernet Sauvignon (18,74 mg RE/g), desi ambele sunt soiuri rosii.
Aceasta diferenta substantiala poate fi explicata prin: un potential biosintetic superior
al soiului Feteasca Neagra pentru acumularea de flavan-3-oli si proantocianidine in
pielite si seminte; un continut mai mare de antociani; si/sau posibile diferente in gradul
de extractie al compusilor flavonoidici in timpul fermentatiei, care influenteaza
cantitatea reziduala din tescovina (Spinei si Oroian, 2021).

Continutul de flavonoide diferentiaza net tescovina rosie de cea alba, insa
variabilitatea semnificativa intre cele doua soiuri rosii (25,30 vs. 20,72 mg RE/g)
subliniaza importanta caracterizarii individuale a fiecarui sortiment. Dintre soiurile
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albe, Riesling se remarca drept cea mai bogata sursa de flavonoide, iar Muscat Ottonel
prezinta cea mai redusa incarcatura flavonoica.

Raportul flavonoide/polifenoli totali reflecta ponderea flavonoidelor in
fractiunea fenolica globala si evidentiaza diferente notabile intre tipurile de tescovina.
La soiurile albe, flavonoidele reprezinta intre 41,6% (Riesling) si 46,5% (Muscat Ottonel)
din polifenolii totali, ceea ce inseamna ca fractiunea neflavonoidica — acizi fenolici,
stilbeni si alti compusi — contribuie cu peste jumatate la polifenolii totali. La soiurile
rosii, proportia flavonoidelor este mai ridicata: 53,3% la Feteasca Neagra si 63,73% la
Cabernet Sauvignon, datorita prezentei antocianilor si a unui continut mai mare de
flavan-3-oli si proantocianidine in pielite si seminte (Caponio si colab., 2023).

Cercetari anterioare au raportat valori ale continutului de flavonoide totale
situate intre 20,7-38,4 mg/g in tescovina rosie (Abouelenein si colab., 2023; Negro si
colab., 2021), rezultate comparabile cu cele prezente in acest studiu.

Continutul in antociani

Antocianii sunt pigmenti prezenti in epicarpul (coaja) strugurilor responsabili de
culoarea rosie. Principalii antociani detectati in struguri sunt 3-O-glicozidele
malvidinei, petunidinei, cianidinei, peonidinei si delfinidinei (de Souza si colab., 2014;
Xu si colab., 2015). Malvidin-3-0O-glicozidul si derivatii sai au fost utilizati anterior ca
markeri chimici principali pentru autenticitatea probelor de vin (Luki¢ si colab., 2019).

Dintre probele de tescovina de struguri rosii analizate in acest studiu cel mai
mare continut in antociani l-a inregistrat soiul Feteasca Neagra (2,54 mg/g) comparativ
cu soiul Cabernet Sauvignon (1,97 mg/g) (tabel 1). Aceste valori sunt mai mici decat
cele raportate anterior de catre Abouelenein si colab. (2023) in trei probe de tescovina
din struguri rosii (6,72-8,02 mg/g) si de catre Negro si colab. (2021) in patru extracte
de tescovina de struguri italieni (5,4-10,3 mg /g), dar comparabile cu cele determinate
in extractul de tescovina din soiul de struguri rosii Prokupac (2,2 + 3,6 mg/g) (Milincic
et al., 2021).

3. Analiza FT-IR

Spectroscopia FT-IR (Fourier Transform Infrared) este o tehnica analitica rapida,
non-distructiva, care permite identificarea grupurilor functionale caracteristice
compusilor organici pe baza absorbitiei radiatiei infrarosii la lungimi de unda specifice,
oferind informatii calitative si semicalitative privind compozitia moleculara a probelor
solide, lichide sau gazoase, fara a necesita pretratamente complexe.

Analiza FT-IR a fost selectata pentru caracterizarea compozitiei moleculare a
extractelor de tescovina provenind de la patru soiuri de struguri — Feteasca alba,
Riesling, Muscat Ottonel, Feteasca Neagra si Cabernet Sauvignon — in domeniul spectral
4500-400 cm™"' (Figura 8.13.). Spectrele prezinta o morfologie generala similara intre
cele patru probe, ceea ce indica o compozitie calitativa asemanatoare, diferentele
constand in intensitatile relative ale benzilor de absorbtie, corelate cu concentratiile
diferite ale compusilor fenolici din fiecare soi.

in regiunea 3600-3100 cm™', toate spectrele inregistreazd o banda larga si
intensa de absorbtie, centrata la aproximativ 3270-3320 cm™', atribuita vibratiilor de
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intindere O-H ale gruparilor hidroxil fenolice si alcoolice, precum si ale apei reziduale
din probe (Radulescu si colab., 2021). Latimea acestei benzi reflecta existenta
legaturilor de hidrogen intermoleculare, caracteristice compusilor polifenolici precum
catechinele, procianidinele si flavonoidele glicozilate. Intensitatea usor mai pronuntata
a acestei benzi la probele de Feteasca Neagra si Cabernet Sauvignon poate fi corelata
cu un continut mai ridicat de polifenoli totali, asa cum s-a evidentiat si prin
determinarile spectrofotometrice.

©
E
3
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Figura 8.13. Spectrul FT-IR al probelor de tescovina: Feteasca alba, Riesling, Muscat
Ottonel, Feteasca neagra si Cabernet Sauvignon

Se observa doua benzi de intensitate moderata la ~2920 cm™' si ~2850 cm™,
atribuite vibratiilor de intindere asimetrica si, respectiv, simetrica a gruparilor -CH- si
-CH; din acizi grasi, carbohidrati si componente ale peretelui celular (celuloza,
hemiceluloza, lignina) (Nicolescu si colab., 2019). Aceste semnale sunt relativ
constante intre probe, indicand o matrice vegetala de baza comuna.

Se distinge o banda de intensitate slaba pana la moderata la ~1720-1730 cm™1,
corespunzand vibratiei de intindere C=0 a gruparilor esterice si carboxilice, prezente
in acizii fenolici (acid galic, acid cafeic) si in taninurile hidrolizabile. Intensitatea mai
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redusa a acestei benzi in raport cu banda O-H sugereaza o prevalenta a compusilor cu
grupari hidroxil fata de cei carbonilici, ceea ce este consistent cu un continut ridicat
de flavonoide (catechine, antociani) raportat la acizii fenolici (Koochakzaei si
Sabaghian, 2023).

Regiunea 1650-1500 cm™" este zona cea mai relevanta pentru compusii fenolici.
Banda de la ~1635-1640 cm™' este atribuita vibratiilor de intindere C=C ale inelului
aromatic, specifica flavonoidelor, antocianilor si taninurilor condensate (Caterino si
colab., 2025). Banda de la ~1510-1520 cm™ corespunde vibratiilor de schelet ale
inelului aromatic (vibratii de intindere C-C ale ciclului benzenic). Intensitatea relativa
a acestor benzi este mai accentuata la Feteasca Neagra si Cabernet Sauvignon
comparativ cu soiurile albe, ceea ce se coreleaza cu un continut mai ridicat de
flavonoide totale (25,3 si, respectiv, 20,72 mg RE/g pentru soiurile rosii fata de 11,59-
13,84 mg RE/g pentru cele albe) si cu prezenta antocianilor.

Benzile observate la ~1450 cm™' (vibratii de deformare C-H, vibratii aromatice)
si la ~1320-1350 cm™" (vibratii de intindere C-O ale gruparilor fenolice, & O-H) sunt
caracteristice taninurilor condensate si flavonoidelor (Caterino si colab., 2025).

Se remarca o banda complexa si intensa, cu maxim la ~1045 cm™', atribuita
vibratiilor de intindere C-O ale gruparilor fenolice, carbohidratilor si glicozidelor
flavonoidice, precum si vibratiilor de intindere ale eterilor ciclici (C-O-C) din structura
piranica a flavan-3-olilor (Caterino si colab., 2025). Aceasta este banda dominanta in
spectru, datorita abundentei polizaharidelor din peretele celular al tescovinei.

Benzile de la ~877 cm™', ~820 cm™ si ~775 cm™" sunt atribuite vibratiilor de
deformare C-H ale ciclurilor aromatice (substituenti ai inelului benzenic), permitand
diferentierea tipurilor de substitutie aromatica specifice diferitelor clase de
flavonoide.

3. Analiza elementala

Determinarea microelementelor si a metalelor grele in matrici complexe este
esentiala pentru evaluarea toxicitatii, sigurantei alimentare sau conformitatii de
mediu, iar alegerea unei metode analitice adecvate trebuie sa asigure atat o
descompunere completa a matricei, cat si o sensibilitate suficienta pentru
cuantificarea unor concentratii foarte scazute, de ordinul partilor per miliard (ppb).

Analiza compozitiei minerale a tescovinei de struguri este relevanta si pentru
potentiala valorificare a acestui subprodus vitivinicol ca sursa de micronutrienti.
Compararea rezultatelor cu datele din literatura de specialitate permite incadrarea
concentratiilor determinate in contextul mai larg al studiilor existente pe tescovina de
struguri.
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Rezultatele obtinute pentru metale grele au fost comparate cu reglementarile
europene privind nivelurile maxime de contaminanti (EC 915/2023).

Cadmiul (Cd), Molibdenul (Mo) si Seleniul (Se) au fost gasite sub limita de
detectie (<LOD) in toate probele (Tabel 8.6.). Nivelurile de Cd nedetectabile sunt
favorabile comparativ cu datele din literatura, unde s-au raportat concentratii de Cd
in tescovina cuprinse intre 0,03 si 0,25 mg/kg (Lidikova si colab., 2024; Bica si colab.,
2020), ceea ce indica o contaminare foarte redusa a probelor analizate.

Concentratiile de plumb (Pb) determinate in probele analizate au variat intre
0,0258 si 0,0813 mg/kg (Tabel 3). Toate valorile se situeaza semnificativ sub nivelul
maxim admis de 0,10 mg/kg stabilit prin Regulamentul (UE) 2023/915 pentru fructe.
Comparativ cu literatura de specialitate, valorile de Pb din prezentul studiu sunt
considerabil mai scazute decat cele raportate in tescovina de Cabernet Sauvignon (0,36
mg/kg) si Merlot (0,94 mg/kg) (Lidikova si colab., 2024), ceea ce reflecta o incarcare
antropogena redusa a solurilor sau o provenienta viticola nepoluata.

Tescovina Cabernet Sauvignon s-a remarcat prin cel mai ridicat continut de cupru
(61,057 mg/kg), fiind proba cu cea mai mare acumulare de Cu dintre toate probele
analizate (Tabel 3). Aceasta valoare se situeaza in intervalul superior al gamei raportate
in literatura pentru tescovina (6,17-87,67 mg/kg; Bica si colab., 2020; Guardianelli si
colab., 2025) si este comparabila cu nivelul de Cu de 86,95 mg/kg gasit in tescovina de
Cabernet de provenienta italiana. De asemenea, a prezentat si cel mai mare continut
de plumb (0,081 mg/kg) comparativ cu celelalte probe.

Tescovina Riesling a prezentat cel mai ridicat continut de crom (0,739 mg/kg) si
nichel (0,373 mg/kg), evidentiindu-se prin acumulari superioare pentru aceste doua
elemente (Tabel 3). Valoarea de Cr se incadreaza in intervalul 0,058-2,33 mg/kg
raportat pe 6 soiuri de tescovina (Lidikova si colab., 2024) si este apropiata de cea
masurata in tescovina de Cabernet (0,55 mg/kg) din studiul italian (Guardianelli si
colab., 2025). Continutul de Ni (0,373 mg/kg) se situeaza la limita inferioara a
intervalului 0,66-1,36 mg/kg din literatura (Lidikova si colab., 2024) si este similar cu
valorile de 0,39-0,43 mg/kg raportate pentru tescovina de Cabernet si Isabella
(Guardianelli si colab., 2025). Totodata a avut si cel mai mare nivel de zinc (1,062
mg/kg), depasind usor valorile celorlalte probe. Desi este cel mai ridicat din studiu,
acest nivel este semnificativ mai scazut decat intervalul de 4,19-17,0 mg/kg Zn raportat
in literatura pentru tescovina (Lidikova si colab., 2024), ceea ce sugereaza o acumulare
naturala redusa de Zn in soiurile analizate.
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Tabel 8.6. Continutul in microelemente si metale grele pentru probele de

tescovina
Tescovina Cr Mn Co Ni Cu Zn Pb

(mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg) | (mg/Kg)

Valorile nutritionale 40 pg 2 mg - - 1 mg 10 mg

de referinta

(VNR)Conform

Regulation (EU) No

1169/2011

Feteasca Alba 0.2538 + | 19.0371 0.0146 + | 0.2320 + | 9.8048 + | 0.7254 + | 0.0467 +
0.0163 +0.3178 | 0.00003 | 0.0141 0.2099 0.0243 0.00320

Riesling 0.7394 | 20.3380 | 0.0428 | 0.3726 | 9.1006 + | 1.0625 | 0.0735 =
+0.0492 | +0.3272 | +£0.0035 | +0.0113 | 0.2025 +0.0103 | 0.0016

Muscat Ottonel 0.1335 + | 11.4150 0.00763 | 0.3347 + | 14.0841 0.9662 + | 0.0258 +
0.00035 | +0.8683 | + 0.0296 +1.0090 | 0.0514 0.00131

0.00039

Feteasca Neagra 0.2386 + | 21.6205 | 0.0134+ | 0.1292 + | 13.0902 | 0.7434 + | 0.0400 =
0.00672 | +0.6204 | 0.00122 | 0.0106 +0.2746 | 0.0281 0.00130

Cabernet Sauvignon | 0.4699 + | 16.3273 0.0290 + | 0.2117 + | 61.0573 | 0.9684 + | 0.0813
0.0339 +1.1464 | 0.0022 0.00008 | +1.4995 | 0.0878 +0.0076

Tescovina Muscat Ottonel s-a remarcat prin cel mai scazut continut de crom,
mangan, cobalt, cupru si zinc, fiind proba cu cele mai reduse concentratii pentru
majoritatea elementelor analizate (Tabel 8.6.). Aceasta indica o acumulare minerala
general mai mica in comparatie cu celelalte probe.

Tescovina Feteasca Neagra a prezentat cel mai ridicat continut de mangan
(21,620 mg/kg), de asemenea, avand o valoare ridicata si pentru cupru (13,090 mg/kg),
situandu-se printre probele cu niveluri medii-superioare pentru acest element (Tabel
3). Continutul de Mn se situeaza la limita superioara a intervalului de 10,3-22,6 mg/kg
raportat in literatura (Lidikova si colab., 2024) si este similar cu valoarea de 22,6 mg/kg
raportata pentru soiul Blaufrankisch.

Tescovina Feteasca alba s-a evidentiat printr-un nivel ridicat de Mn (19,0371
mg/kg) si un nivel ridicat de nichel (0,232 mg/kg), situandu-se in zona superioara a
acumularii pentru aceste elemente. De asemenea, aceasta tescvovina a prezentat
valori moderate pentru Cu, Zn si Cr.

Prin analiza comparativa a celor cinci probe s-au evidentiat diferente
semnificative in ceea ce priveste aportul de minerale raportat la Valorile Nutritionale
de Referinta (VNR) pentru adulti, Tescovina Cabernet Sauvignon s a remarcat prin cea
mai mare acumulare de Cu. Aceeasi proba a furnizat si un aport considerabil de mangan
(81,6%) si crom (117%), depasind nivelurile celorlalte probe pentru aceste elemente.

UNIVERSITAS

GALATIENSIS

bucurey/s¢ti




Cofinantat de

PoCIDIF }
Uniunea Europeana ®

ctdm oportunitagi
..............

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Proba Tescovina Riesling a prezentat cel mai ridicat aport de crom (185% din
VNR), precum si cel mai mare aport de mangan (101,7%), depasind pragul de 100% si
indicand o acumulare superioara pentru aceste doua elemente esentiale. Aportul de
cupru a fost moderat (91%).

Tescovina Muscat Ottonel a avut aporturile cele mai reduse pentru majoritatea
elementelor, insa a furnizat totusi 140,8% din VNR pentru cupru, situandu-se peste
nivelul de referinta. Pentru mangan, aportul a fost de 57%, iar pentru crom de 33%,
cele mai scazute valori dintre toate probele.

Tescovina Feteasca Neagra s a evidentiat prin cel mai ridicat aport de mangan
(108% din VNR), depasind pragul de referinta, si printr-un aport ridicat de cupru
(130,9%). Aportul de crom a fost moderat (59,6%).

Tescovina Feteasca Alba a prezentat un profil echilibrat, cu aporturi ridicate de
cupru (98%) si mangan (95%), situandu-se in zona superioara a acumularii minerale.
Aportul de crom a fost de 63%, iar cel de zinc sub 1%.

4, Evaluarea contaminarii cu aflatoxine

Analiza compusilor bioactivi evidentiaza potentialul tescovinei ca sursa de
antioxidanti naturali, insa valorificarea acestui subprodus nu poate fi gandita fara o
evaluare riguroasa a sigurantei sale. Strugurii pot fi contaminati cu micotoxine — in
special ocratoxina A (produsa de specii de Aspergillus si Penicillium) si aflatoxine
(produse de Aspergillus flavus si A. parasiticus) — care persista in tescovina dupa
procesare datorita stabilitatii termice si chimice ridicate. Aceste toxine sunt
hepatotoxice, nefrotoxice si clasificate ca posibil cancerigene umane (Alshannaq si Yu,
2017; Wieckowska si colab., 2024), iar prezenta lor limiteaza utilizarea tescovinei in
hrana animala sau ca ingredient functional. Prin urmare, determinarea aflatoxinelor
este esentiala pentru a stabili daca lotul de tescovina poate fi directionat catre aplicatii
sigure (suplimente alimentare, aditivi, cosmetica) sau necesita tratamente de
detoxifiere inainte de utilizare.
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Fig. 8.14.Curbele de etalonare pentru aflatoxine




.
PoCIDIF i
. l< .
Conectam oportunitati
Finantam viitorul Q

Cofinantat de
Uniunea Europeana

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Fig. 8.15 Cromatograma materialului de referinta certificat AFLATOXINE G2 - 2.52
ng/mL; G1-10.1
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Figura 8.16. Cromatogramele probelor analizate pentru prezenta
aflatoxinelor

Rezultatele obtinute pentru Aflatoxina B1 si suma de aflatoxine B1, B2, G1 si G2
(figura 8.16) au fost comparate cu reglementarile europene privind nivelurile maxime
de contaminanti (EC 915/2023). Pentru fructe uscate utilizate ca ingredient unic sau
produse prelucrate din fructe uscate introduse pe piata pentru consumatorul final sau
utilizate ca ingrediente in produsele alimentare, cu exceptia produselor enumerate la
1.1.3 (smochine uscate) limita pentru Aflatoxina B1 este de 2.0 pg/kg, suma de
aflatoxine este de 4 pg/kg. In toate probele nu s-au observat contaminare cu aflatoxine
(Tabel 8.7.).

Tabel 8.7. Nivelul de aflatoxine determinat in tescovine

NF. Aflatoxina | Aflatoxina | Aflatoxina | Aflatoxina

crt. Tescovina B1 B2 G1 G2
(Hg/Kg) (Hg/Kg) (Hg/Kg) (Hg/Kg)

1 Feteasca Alba <LOQ* <LOQ* <LOQ* <LOQ*

2 Riesling <LOQ* <LOQ* <LOQ* <LOQ*
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3 Muscat Ottonel <LOQ* <LOQ* <LOQ* <LOQ*
4 Feteasca Neagra <LOQ* <LOQ* <LOQ* <LOQ*
5 | Cabernet Sauvignon <LOQ* <LOQ* <LOQ* <LOQ*
Concluzii

Utilizarea metodologiei suprafetelor de raspuns cu design Box-Behnken a permis
atat identificarea parametrilor optimi de extractie, cat si evidentierea diferentelor
dintre cele doua tipuri de tescovina. Pentru tescovina alba (Riesling), optimul a fost
atins la un raport de extractie de 1:10, o temperatura de 50°C, un timp de extractie
de 50 min si o concentratie a etanolului de 60%, in timp ce pentru tescovina rosie
(Cabernet Sauvignon) parametrii optimi au fost 1:15, 55°C, 35 min si 65% etanol
acidifiat, diferente justificate de compozitia fenolica distincta si de gradul diferit de
degradare a peretilor celulari rezultat in urma procesului tehnologic de vinificatie.

Dintre soiurile de tescovina analizate in acest studiu s-au remarcat soiul Feteasca
Neagra de struguri rosii si soiul Riesling de struguri albi ca avand un continut mare de
compusi bioactivi.

Tescovina provenita din toate soiurile de struguri analizate este o sursa buna de
compusi fenolici, recunoscuti ca avand efecte tehnologice si benefice pentru sanatate
in diferite sisteme alimentare si biologice.

Profilul FT-IR al probelor de tescovina confirma prezenta acelorasi clase de
compusi fenolici (flavonoide, acizi fenolici, taninuri), cu diferente de intensitate ce
reflecta variatiile cantitative determinate spectrofotometric. Soiurile rosii (Feteasca
Neagra, Cabernet Sauvignon) prezinta benzi relativ mai intense in regiunile 1635-1510
cm™' (C=C aromatic, schelet aromatic) si 1320-1200 cm~" (C-O fenolic), in acord cu
continutul lor mai ridicat de flavonoide si cu prezenta antocianilor. Soiurile albe
(Feteasca alba, Riesling) au un profil spectral calitativ similar, dar cu intensitati
relative mai reduse, reflectand o incarcatura flavonoica mai scazuta.

Concentratiile determinate pentru elementele toxice (Co, Pb) se situeaza sub
sau la limita inferioara a intervalelor raportate in literatura de specialitate pentru
tescovina. Mai mult, avand in vedere potentiala utilizare a tescovinei ca ingredient
functional intr-un produs alimentar, toate valorile se incadreaza semnificativ sub
limitele maxime admise de Regulamentul (UE) 2023/915: pentru plumb, maxim 0,10
mg/kg (fructe, la greutate umeda), iar probele analizate au prezentat concentratii
intre 0,0258 si 0,0813 mg/kg; cadmiul a fost sub limita de detectie in toate probele,
fata de limite uzuale de 0,05-0,10 mg/kg pentru fructe si legume. Acest lucru confirma
ca tescovina din soiurile studiate indeplineste criteriile de siguranta impuse de
legislatia europeana pentru materiile prime alimentare si poate fi considerata o sursa
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sigura pentru dezvoltarea de produse alimentare fortificate. Din perspectiva
micronutrientilor, soiurile analizate prezinta o variabilitate genetica semnificativa, iar
nivelurile de Cu, Mn si Cr sunt in general comparabile cu cele descrise in studii similare,
ceea ce sustine potentialul de valorificare a tescovinei ca sursa de minerale esentiale.

Determinarea micotoxinelor in tescovina celor cinci soiuri a aratat absenta totala
a aflatoxinelor (sub limita de detectie). Faptul ca aflatoxinele nu au fost detectate este
un semnal favorabil, avand in vedere potentialul lor carcinogen ridicat.

Rezultatele obtinute sunt importante pentru promovarea marilor cantitati de
tescovina de struguri ca subproduse care pot fi reutilizate in industria alimentara,
farmaceutica si cosmetica. Prin urmare, valorificarea lor ar putea fi o alternativa
ieftina de dezvoltare a unor produse functionale noi, contribuind totodata la rezolvarea
problemelor de gestionare a deseurilor din industria vinicola.

in ciuda calitatilor promititoare ale tescovinei de struguri, dezvoltarea
alimentelor imbogatite cu acest subprodus ramane unul dintre cele mai provocatoare
domenii de cercetare. Sunt necesare cercetari suplimentare in vederea optimizarii
formularilor propuse pentru obtinerea unor alimente imbogatite nutritional, de cea mai
nalta calitate si functionalitate. in cele din urma, sunt necesare studii, impreuna cu
evaluari economice, pentru a determina fiabilitatea comerciala a fabricarii produselor
alimentare suplimentate cu tescovina de struguri.

8.5. Analiza microbiologica a fainii de tescovina
8.5.1. Metode de analiza

Metodele utilizate pentru analiza microbiologica a fainii de tescovina sunt:

e Determinarea bacteriilor acrobe mezofile conform /SO 4833-1:2014 (ISO 4833-2,
2014)

Analiza microbiologica a produselor alimentare. Metoda culturala pentru
numararea microorganismelor. Numararea coloniilor formate prin termostatare la
temperatura de 30 °C prin tehnica de inglobare a suspensiei in masa mediului cu agar.
Metoda presupune inocularea unei cantitati cunoscute din esantionul initial sau din
suspensia initiala prin inglobare in suprafata mediului PCA (Plate Count Agar). Placile
se termostateaza in conditii aerobe la temperatura de 30 °C, timp de 72 h. Se
calculeaza unitatile formatoare de colonii pe gram sau mililitru de produs pe baza
numarului de colonii obtinute din placile care contin mai putin de 300 de colonii, din
doua dilutii succesive.

o Determinarea drojdiilor si mucegaiurilor conform ISO 21527-1:2008 (1SO 21527-
2, 2008)
Determinarea numarului de drojdii si mucegaiuri a fost realizata conform
standardului SR ISO 21527-2:2009, tehnica numararii coloniilor din produse alimentare
cu activitatea apei mai mica de 0,95. Mediul utilizat pentru determinarea fungilor este
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Dicloran Glicerol Agar (DG 18) incubat la 25 °C timp de sapte zile respectiv 5 zile.
Diverse mucegaiuri si drojdii cresc pe aceste medii ce sunt recomandate pentru izolarea
selectiva a mucegaiurilor xerofile din probele alimentare. Este un mediu pentru
enumerarea ciupercilor xerofile din alimente cu umiditate scazuta.

Intr-o punga de omogenizare cu filtru au fost cantarite 10 g proba, peste care s-
au adaugat 90 mL ser fiziologic peptonat (dilutia 10-1). Omogenizarea probelor a fost
realizata cu omogenizatorul Stomacher SEWARD 400. Au fost realizate dilutii decimale,
in functie de incarcatura microbiologica a probelor. Cu o pipeta sterila 0,1 mL proba
inocul se disperseaza pe toata suprafata mediului folosind un distribuitor in forma de
L. Dupa perioada de incubatie, coloniile sunt numerotate si se aplica ecuatia (1).

N 2 (1)

V(n, +0,ln,)-d

unde:
- X¢ - suma coloniilor numarate in toate cutiile retinute de la doua dilutii succesive,
din care cel putin una contine 15 colonii;
- V - volum de inocul depus in fiecare cutie, 1 mL;
- n; - numarul cutiilor retinute la prima dilutie;
- n, - numarul cutiilor retinute la a doua dilutie;
- d - factorul de dilutie corespunzator primei dilutii retinute.

Rezultatul se exprima ca un numar cuprins intre 1,0 si 9,9 inmultit cu 10X, in
care x este puterea lui 10. Daca nu exista nicio colonie in cutiile corespunzatoare
suspensiei initiale cand produsul initial a fost solid, numarul de drojdii si mucegaiuri pe
gram de produs trebuie raportat ca fiind mai mic de 10.

e Determinarea enterobacteriilor conform ISO 21528-2:2007 (1SO 21528-2, 2017)
Detectia si enumerarea enterobacteriilor a fost realizata conform SR ISO 21528-
2:2007. Enterobacteriaceae in general sunt considerate indicatori ai igienei inadecvate
in fabrica, cu conditia ca materiile prime sa nu fie contaminate. Intr-o punga de
omogenizare cu filtru au fost cantarite 10 g proba, peste care s-au adaugat 90 mL ser
fiziologic peptonat (dilutia 10-1). Omogenizarea probelor a fost realizata cu
omogenizatorul Stomacher SEWARD 400. Au fost realizate dilutii, in functie de
incarcatura microbiologica a probelor. Un volum de 1 mL proba a fost inoculat prin
incorporare in mediul de cultura (agar cu rosu violet bila glucozat - agar VRBG), urmand
ca dupa solidificarea completa a amestecului sa fie adaugat un strat de VRBG de cca.
5 mL. Probele au fost apoi termostatate 24 h la 37 °C. Dintre coloniile caracteristice,
de culoare roz spre rosu sau purpuriu (cu sau fara halouri precipitate), au fost alese la
intamplare cinci astfel de colonii pentru reinoculare in vederea testelor de confirmare
biochimica. Coloniile selectate pentru confirmare au fost inoculate pe placi cu agar
nutritiv 2% (Biokar Diagnostics, Franta) si termostatate la 37 °C, pentru 24 h, urmand
ca o colonie bine izolata sa fie selectata pentru realizarea analizei biochimice de
confirmare. Confirmarea biochimica a fost realizata prin aplicarea testului de
fermentatie. Astfel, o portiune din colonia selectata anterior a fost transferata intr-o
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eprubeta cu agar cu glucoza si incubata la 37 °C, 24 h. Daca o culoare galbena apare
in continutul eprubetei, reactia este considerata pozitiva. Pentru ca rezultatul sa fie
valabil se considera, in general, ca este necesar sa se numere coloniile din cel putin o
cutie care contine minim 15 colonii. Se calculeaza numarul N de microorganisme
prezente in proba luata in lucru, ca medie ponderata, plecand de la doua dilutii
succesive, folosind ecuatia (1).

Determinarea activitatii apei

Valoarea activitatii apei (aw) pentru alimente reprezinta un criteriu esential
pentru controlul microbiologic al produselor. Activitatea apei este definita astfel: cand
un material higroscopic este plasat intr-o camera inchisa, se va realiza un echilibru
intre material si aerul de deasupra lui. Umiditatea relativa, ce apare la o temperatura
constanta a aerului, corespunde valorii activitatii apei inmultita cu 100 (aw =
umiditatea relativa (%)/100). Citirea valorilor masurate se face cu trei zecimale.

Tabel 8.8.Medii de diluare si medii de cultura utilizate

chrt.. Denumire mediu/ Acronim Producator Utilizari
1. Ser fiziologic peptonat/SFP Mediu de diluare realizat in Realizare dilutii
laborator decimale
2. DG - 18, dichloran glicerol Biokar Diagnostics, Franta Determinare drojdii si
mucegaiuri (aw < 0,95)
3. VRBG, Violet Red Bile Oxoid, Anglia Enumarare
Glucose Agar Enterobacteriaceae

8.5.2. Rezultate si discutii

Rezultatele obtinute pentru fainurile din tescovina de struguri indica un profil
microbiologic specific subproduselor Vvitivinicole uscate, caracterizat printr-o
incarcatura moderata de bacterii aerobe mezofile si un nivel variabil al fungilor,
influentat de compozitia matricei si de conditiile de procesare (Tabelul 8.9).

Tabelul 8.9. Rezultatele determinarilor microbiologice

Tipul analizei | Bacterii aerobe | Enterobacterii Drojdii si
Probe mezofile (log ufc/g) mucegaiuri
(log ufc/g) (log ufc/g)
Faina din tescovina de struguri 4,71 <1 3,54
rosii
Faina din tescovina de struguri 4,66 <1 4,69
albi

In cazul fainii din tescovind de struguri rosii, valoarea determinatd pentru
bacterii aerobe mezofile a fost de 4,71 log UFC/g, in timp ce pentru faina din tescovina
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de struguri albi s-a inregistrat o valoare de 4,66 log UFC/g. Aceste niveluri se incadreaza
in intervalul de 10*-10° UFC/g raportat in literatura de specialitate pentru produse
vegetale uscate si subproduse agroindustriale obtinute prin deshidratare si macinare
(Jay et al., 2005; Tseng & Zhao, 2013). Valorile reflecta o microbiota reziduala tipica
materiilor prime vegetale si nu indica o contaminare excesiva.

Numarul total de drojdii si mucegaiuri prezinta diferente semnificative intre cele
doua tipuri de faina. Faina din tescovina de struguri rosii a prezentat o valoare de 3,54
log UFC/g, in timp ce faina din tescovina de struguri albi a inregistrat o valoare mai
ridicata, de 4,69 log UFC/g. Literatura indica faptul ca subprodusele vitivinicole pot
prezenta niveluri crescute de fungi, in special datorita continutului initial ridicat de
drojdii implicate in fermentatia mustului si a contactului cu microbiota naturala a
strugurilor. Valoarea mai mare observata in cazul tescovinei albe poate fi corelata cu
particularitatile tehnologice (durata fermentatiei, separarea pielitelor, incarcatura
initiala de drojdii) sau cu conditiile de uscare si depozitare.

Pentru Enterobacteriaceae, in ambele probe, valorile au fost raportate ca <10
UFC/g (sub limita de detectie), ceea ce evidentiaza o igiena corespunzatoare a
procesului tehnologic si absenta contaminarilor post-procesare semnificative. Nivelurile
Enterobacteriaceae sunt in general moderate (<10 CFU/g), deoarece pH-ul acid si
mediul bogat in polifenoli exercita efecte antimicrobiene partiale (Daglia, 2012).

8.6. Evaluarea incarcaturii microbiene a pulberilor vegetale prin metode standard
adaptate, cu raportarea la criteriile Ordinului nr. 27/2011.

Controlul microbiologic al produselor alimentare se bazeaza pe evaluarea a trei
categorii de parametri: (1) indicatori ai calitatii generale — numarul total de germeni
(NTG), drojdii si fungi filamentosi; (2) indicatori de igiena si contaminare fecala —
Enterobacteriaceae, E. coli; (3) microorganisme patogene — S. aureus coagulazo-
pozitiv, Salmonella, Listeria monocytogenes (Shafe si colab., 2026). Activitatea apei
(@aw) sub 0,6 limiteaza multiplicarea microbiana, dar sporii bacterieni si fungici
supravietuiesc deshidratarii.

La nivel european, Regulamentul (CE) nr. 2073/2005 stabileste criterii de
siguranta alimentara si criterii de igiena a procesului pentru produsele alimentare. La
nivel national, Ordinul Ministrului Sanatatii nr. 27/2011 prevede pentru legumele
deshidratate: Enterobacteriaceae (max. 5 UFC/g) si drojdii si mucegaiuri (max. 500
UFC/g). Depasirea acestor limite indica deficiente de procesare sau contaminare post-
procesare.

8.6.1. Metode standard de numdrare microbiand

Metoda prin incorporare in masa (pour plate) — dilutiile probei sunt
incorporate in agarul topit la 45°C si lasate sa solidifice; coloniile se formeaza in masa
agarului. Metoda prin raspandire la suprafata (spread plate) — 0,1 ml de suspensie
este repartizat uniform cu bagheta Drigalski pe suprafata mediului; utilizata pentru SCP
pe Baird-Parker si evaluarea hemolizei pe Geloza-sange. Medii selective si
diferentiale: VRBG pentru Enterobacteriaceae; TBX pentru E. coli B-glucuronidaza
pozitiva (colonii albastre); Baird-Parker cu telur pentru S. aureus (colonii negre
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stralucitoare cu halou). Testul coagulazei confirma stafilococii coagulazo-pozitivi prin
coagularea plasmei de iepure. Formula de calcul: N=c / [(n; + 0,1n;) x d].

Probele au fost testate din punct de vedere microbiologic, utilizand metode
adaptate dupa standardele in vigoare pentru controlul alimentelor, iar valorile obtinute
au fost comparate cu cele prevazute in Ordinul nr. 27/2011 privind aprobarea criteriilor
microbiologice si de igiena care se aplica produselor alimentare.

Valorile obtinute au fost raportate la valorile-limita din legislatie privind
categoria legume deshidratate. Pentru aceasta categorie, Ordinul prevede doar
parametrii “Enterobacteriaceae” si “Drojdii si mucegaiuri”. Conform rezultatelor
obtinute, din punct de vedere microbiologic, pulberea analizata se incadreaza in
parametrii prevazuti de legislatie, fiind sub limita maxima admisa in cazul ambilor
parametri testati (tabel 8.10).

Tabel 8.10. Rezultate obtinute la parametrii testati conform Ordinului 27/2011

Unitate Limita Valori obtinute
Parametru vde 5 maxima P2 (pulbe_rg de
masura tescovina)
Enterobacteriaceae cfu/g 5 0
Drojdii si cfu/g 500 250
mucegaiuri

Pulberile a fost testate si pentru alti parametri, care nu sunt reglementati de
ordinul respectiv, dar care au permis o evaluare de ansamblu a incarcaturii microbiene
si a gradului de contaminare cu diferite microorganisme. Rezultatele obtinute sunt
prezentate in tabelul 8.11 si au aratat un numar redus de microorganisme care s-au
dezvoltat la 37°C, absenta bacteriilor Escherichia coli glucuronidaza-pozitiva si a
Staphylococcus aureus coagulazo-pozitiv.

Tabel 8.11. Incircatura microbiana a probei testate pentru diferiti parametri

Incarcétura microbiand (UFC/g)

NTo G| FETEIERIT P2 (pulbere de tescovina)

1 Numar total de bacterii 7x10?

2 Escherichia coli 0
glucuronidaza-pozitiv

3 Staphylococcus  aureus 0
coagulazo-pozitiv
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Fig.8.18. Schema de realizare a dilutiilor zecimale si incorporarea acestora in
mediu

De asemenea, este de remarcat ca, dupa insamantarea probei pe suprafata
mediului Geloza-sange, s-a observat un numar scazut de colonii crescute, niciuna dintre
acestea nefiind hemolitica.

Pulberile analizate au prezentat o incarcatura microbiana redusa, absenta
speciilor patogene si a coloniilor hemolitice. Rezultatele microbiologice obtinute
demonstreaza un profil de siguranta excelent, caracterizat prin absenta
microorganismelor patogene si o incarcatura microbiana totala redusa. Absenta
tulpinilor de E. coli B-glucuronidaza pozitive confirma faptul ca materia prima si
procesul tehnologic au respectat standardele de igiena prevazute de legislatia
europeana (Ordin 27/2011; Reg. CE 2073/2005). De asemenea, nivelul redus de drojdii
si mucegaiuri (150 UFC/g) se incadreaza confortabil in limitele admise si reflecta
stabilitatea microbiologica a produsului, specifica pulberilor vegetale cu activitate de
apa scazuta (Shafe et al., 2026). Aceasta stabilitate este sustinuta si de literatura de
specialitate, care arata ca deshidratarea controlata reduce semnificativ riscul de
dezvoltare microbiana, mentinand in acelasi timp compusii bioactivi (Rios et al., 2023;
Perta-Crisan et al., 2024).

Absenta Staphylococcus aureus coagulazo-pozitiv si rezultatul negativ la testul
hemolizei confirma siguranta alimentara completa, criteriu esential pentru utilizarea
pulberii ca ingredient functional. Aceste rezultate sunt in concordanta cu studiile care
arata ca pulberile vegetale obtinute prin deshidratare la temperaturi moderate
prezinta un risc microbiologic minim (Shafe et al., 2026).
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8.7. Evaluarea potentialului prebiotic al pulberii de tescovina (P2)
Obiectivul activitatii

In cadrul infrastructurii METROFOOD-RO a fost evaluat potentialul prebiotic al
pulberii de tescovina (P2), un subprodus rezultat din procesarea strugurilor, cu scopul
identificarii posibilitatilor de valorificare a acesteia ca ingredient functional in industria
alimentara. Activitatea s-a incadrat in directia promovarii bioeconomiei circulare si a
dezvoltarii unor ingrediente alimentare cu valoare adaugata, provenite din fluxuri
secundare agroalimentare.

Tescovina reprezinta una dintre cele mai importante surse naturale de fibre
alimentare insolubile si solubile, polifenoli, antocianine, flavonoli si proantocianidine,
compusi recunoscuti pentru proprietatile antioxidante, antiinflamatoare si pentru
capacitatea de a modula microbiota intestinala. Valorificarea acestei biomase
reziduale contribuie atat la reducerea deseurilor generate de industria viticola, cat si
la dezvoltarea unor ingrediente sustenabile pentru produse alimentare functionale.

8.7.1. Materiale si metode

Pentru evaluarea efectului prebiotic, pulberea de tescovina a fost supusa unui
tratament de sterilizare la 121°C timp de 20 minute, pentru eliminarea microbiotei
reziduale, fara introducerea unor microorganisme exogene in sistemul experimental.
Ulterior, pulberea sterilizata a fost suspendata in mediu lichid MRS si utilizata in doua
concentratii:

e 100 mg/ml

e 10 mg/ml

Avand in vedere caracterul insolubil al pulberii, suspensiile au fost mentinute in
agitare lenta pe parcursul incubarii pentru asigurarea contactului permanent dintre
particulele vegetale si celulele bacteriene.

Activitatea prebiotica a fost investigata prin cocultivarea pulberii cu tulpini de
bacterii lactice cu potential probiotic izolate anterior din produse fermentate
traditionale. Au fost utilizate urmatoarele tulpini:

T1 - Lactobacillus delbrueckii
T2 - Lentilactobacillus salivarius
T3 - Lacticaseibacillus paracasei
T4 - Lactiplantibacillus plantarum

Pentru fiecare conditie experimentala s-au efectuat doua replici independente,
iar dupa 24 ore de incubare in anaerobioza s-a determinat numarul de bacterii viabile
(UFC/ml) prin metoda dilutiilor seriale si insamantare pe mediu solid. Valorile obtinute
au fost exprimate ca medie si deviatie standard, iar reprezentarea grafica s-a realizat
in scara logaritmica datorita diferentelor mari dintre valorile experimentale.
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Fig. 8.19. Reprezentarea grafica a valorilor logaritmice ale UFC/ml corespunzatoare
cuantificarii activitatii prebiotice a probei P2 (pulbre de tescovina) testate.
Lactobacillus delbrueckii (T1, izolat din iaurt), Lentilactobacillus salivarius (T2, izolat
din placa dentara), Lacticaseibacillus paracasei (T3, izolat din bors) si
Lactiplantibacillus plantarum (T4, izolat din smantana).

S-a observat, de asemenea, ca tescovina la 10 mg/ml pare sa induca un efect
mai uniform si mai echilibrat asupra tuturor tulpinilor testate, in timp ce concentratia
de 100 mg/ml genereaza raspunsuri mai variabile, posibil datorita efectelor de inhibitie
partiala sau dezechilibrelor osmotice la concentratii mai mari de compusi organici.

Pulberea de tescovina a determinat o stimulare mai intensa, dar si mai
heterogena a cresterii bacteriene. Valorile inregistrate sunt, in general, mai ridicate
decat in cazul P1, in special datorita raspunsului pronuntat al tulpinii Lentilactobacillus
salivarius (T2), care atinge valori de ordinul 10"'-10"2 UFC/ml la concentratia de 100
mg/ml. Aceasta crestere accentuata indica o capacitate metabolica ridicata de
valorificare a compusilor bioactivi din tescovina. Tulpinile T1 si T4 prezinta, de
asemenea, o stimulare mai evidenta comparativ cu P1, in special la concentratia mai
mare, in timp ce T3 manifesta un raspuns relativ constant, fara variatii semnificative
intre conditiile testate.

Pulberea de tescovina (P2) determina o stimulare mai intensa a cresterii
bacteriene, datorita continutului ridicat in polifenoli, fibre si oligozaharide. Tescovina
este recunoscuta ca un substrat bogat in compusi bioactivi capabili sa moduleze
microbiota si sa stimuleze dezvoltarea bacteriilor benefice (Sinrod et al., 2023).
Polifenolii exercita un efect dual asupra microbiotei, contribuind atat la inhibarea
bacteriilor patogene, cat si la stimularea selectiva a lactobacililor (Makarewicz et al.,
2021). in plus, acestia pot crea conditii favorabile dezvoltarii bacteriilor problotlce prin
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reducerea competitiei microbiene si remodelarea nisei ecologice (Rodriguez-Daza et
al., 2021).

Aceste mecanisme pot explica nivelurile ridicate de crestere observate pentru
Lentilactobacillus salivarius (T2) in cazul P2, sugerand o capacitate metabolica
superioara de adaptare la mediile bogate in compusi fenolici. Rezultate similare au fost
raportate in studii privind utilizarea tescovinei in procese fermentative, unde s-a
observat stimularea semnificativa a bacteriilor lactice (Dias et al., 2018).

Variabilitatea raspunsului observata intre tulpini reflecta diferentele genetice si
metabolice ale bacteriilor lactice. Este bine cunoscut faptul ca aceste microorganisme
prezinta capacitati diferite de utilizare a substraturilor si de metabolizare a compusilor
bioactivi (Zhang et al., 2020).

In acest context, L. paracasei (T3) prezinta o adaptare optima la substraturi mai
simple (P1), L. salivarius (T2) valorifica eficient substraturile complexe din P2, L.
plantarum (T4) si L. delbrueckii (T1) prezinta un comportament intermediar. Aceasta
variabilitate este asociata cu capacitatea bacteriilor de a transforma compusii fenolici
in metaboliti bioactivi, utilizabili in procesele de crestere (Ayar-Siimer et al., 2024).
Rezultatele indica faptul ca efectul prebiotic este dependent si de concentratia
substratului.

Rezultatele obtinute demonstreaza ca pulberea de tescovina reprezinta un
substrat functional capabil sa stimuleze selectiv dezvoltarea bacteriilor lactice.

Efectul observat poate fi explicat prin compozitia biochimica complexa a tescovinei.
Aceasta contine cantitati importante de:

« fibre alimentare insolubile si solubile;

o celuloza si hemiceluloza;

e pectine;

« polifenoli;

« flavonoli;

e antocianine;

e proantocianidine;

e resveratrol.

Acesti compusi sunt utilizati diferentiat de microorganisme, determinand

raspunsuri metabolice specifice fiecarei tulpini bacteriene.
Polifenolii nu actioneaza doar ca antioxidanti, ci si ca molecule capabile sa moduleze
compozitia microbiotei intestinale. In timpul fermentarii lor de catre bacterii sunt
generati metaboliti bioactivi care pot contribui la reducerea inflamatiei si la
mentinerea homeostaziei intestinale.

Diferentele observate intre cele patru tulpini confirma caracterul selectiv al
relatiei dintre prebiotic si probiotic. Acest aspect este esential in dezvoltarea
produselor sinbiotice, unde eficienta biologica depinde de compatibilitatea dintre
substratul vegetal si microorganismul utilizat.

Rezultatele obtinute in cadrul acestei activitati sustin utilizarea tescovinei ca
ingredient functional provenit din bioeconomie circulara si demonstreaza oportunitatea
valorificarii acestui subprodus agroalimentar in dezvoltarea de alimente functionale,
suplimente alimentare si produse fermentate inovatoare.
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Activitatea contribuie direct la obiectivele METROFOOD-RI privind caracterizarea si
valorificarea resurselor agroalimentare prin:
» evaluarea functionala a unui subprodus agroindustrial;
» dezvoltarea metodologiilor standardizate pentru testarea activitatii prebiotice
in vitro;
 identificarea unor combinatii promitatoare prebiotic-probiotic;
« promovarea principiilor economiei circulare si reducerii risipei alimentare;
o sustinerea dezvoltarii de ingrediente alimentare inovatoare cu aplicabilitate
industriala.
Rezultatele obtinute constituie baza pentru studii viitoare privind evaluarea
fermentatiei intestinale simulate, analiza productiei de acizi grasi cu lant scurt (SCFA),
studii metabolomice si validarea efectelor in modele biologice mai complexe.
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9. Instrumente biotehnologice de modulare a functionalitatii
subproduselor si ingredientelor obtinute

9.1. Functionalitatea subproduselor rezultate de la prelucrarea strugurilor

Experimentul a vizat investigarea efectului fermentatiei lactice asupra
functionalitatii subproduselor rezultate la procesarea strugurilor in vederea obtinerii
vinului si sucurilor.

In studiu au fost utilizate urméatoarele doua tipuri de subproduse distribuite de
S.C. Herbavit S.R.L.: faina din seminte de struguri (SS) si pulbere din coaja de struguri
(CS).

SS este un ingredient obtinut prin macinare fina dupa extractia prin presare la
rece a uleiului din semintele de struguri si are proprietati nutritive exceptionale (13,3%
proteine, 21,8% glucide, 2,2% grasimi si 62,8% fibre). Continutul de lipide al SS este mai
mic fata de cel raportat de Pesavento et al. (2008) pentru pudra de seminte de struguri
(22,07%), deoarece samburii de struguri au fost supusi extractiei de ulei, iar ulterior au
fost dirijati spre obtinere de faina. Practic, faina utilizata in prezentul studiu
reprezinta, la randul ei, un subprodus de la obtinerea uleiului din seminte de struguri,
fiind o sursa ieftina si bogata in antioxidanti naturali.

SS contine cantitati importante de compusi cu importanta fiziologica: fibre,
minerale precum fier, zinc, calciu si potasiu, o serie de vitamine si compusi cu actiune
antioxidanta. Conform French Feed Database, proteina din semintele de struguri are
cantitati apreciabile de aminoacizi esentiali, leucina, lizina, valina, arginina,
fenilalanina, treonina  si  tirozina, dar mai scazut de triptofan
(https://feedtables.com/content/grape-seeds). Avand in vedere gustul neutru si
valoarea energetica scazuta, SS se preteaza pentru integrare in produse alimentare
variate, indicate pentru consumatorii interesati de alimentatie sanatoasa si diete
speciale.

CS este un ingredient cu un continut ridicat de compusi biologic activi, fiind
obtinut prin uscarea si maruntirea fina a cojilor de struguri. Ingredientul CS are 13,3%
proteine, 20,6% glucide, 10,3% grasimi si 50,7% fibre, fiind recomandat pentru
suplimentarea bauturilor lactate fermentate si integrarea in formularile diferitelor
tipuri de produse de panificatie. In acord cu French Feed Database, CS este bogat in
vitamina E si minerale precum fier, zinc, potasiu si calciu, iar proteina contine toti
aminoacizi esentiali (https://www.feedtables.com/content/grape-pomace-dried).

Cele doua surse de compusi cu actiune antioxidanta au fost caracterizate pin
determinarea compozitiei chimice aproximative, a continutului de total fenoli (CTF) si
a activitatii antioxidante prin determinarea capacitatii de captare a radicalilor liberi
DPPH (DPPH-RSA) (Li et al., 2008).
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Tabelul 9.1. Proprietatile fizico-chimice ale subproduselor rezultate la procesarea
strugurilor: faina din seminte de struguri (SS) si pulberea din coaja de struguri (CS)

Caracteristica SS CS

pH 4,97+0,01P 5,24+0,062
Aciditate, °A 25,610,472 16,06+0,15P
CTF, mg acid ferulic/g s.u. 238,97+19,112 148,74+11,00P
Activitate antioxidanta, pmol 2,27+0,272 1,70+0,18P
Trolox/g s.u.

DPPH-RSA, % 64,15+4,502 44,81+3,67°

In aceeasi linie, valorile medii insotite de litere mici diferite sunt semnificativ diferite
(p<0,05), conform analizei One-way ANOVA si a testului post-hoc Tukey.

Analizand rezultatele prezentate in Tabelul 9.1. se poate observa ca faina din
samburi de struguri a prezentat valori ale aciditatii semnificativ mai ridicate (p<0,05)
comparativ cu pulberea din coaja de struguri. Valorile de pH inregistrate pentru cele
doua subproduse din struguri se incadreaza in domeniul acid, usor mai ridicate fata de
valoare de pH ultim urmarita in vederea stoparii fermentarii probelor de iaurt. Trebuie
precizat insa ca nu este de asteptat ca suplimentarea iaurtului cu SS si CS sa conduca
la modificarea semnificativa a aciditatii si pH-ului probelor, deoarece adaosul propus
este de max. 1%.

SS a prezentat un continut total de fenoli de 238,97 mg acid ferulic/g s.u.,
semnificativ mai ridicat (p<0,05) comparativ cu CS (148,74 mg acid ferulic/g s.u.).
Pastrana-Bonilla et al. (2003) au raportat un continut de fenoli totali intre 351,6 si
2178,8 mg acid galic /g pentru diverse tipuri de extracte obtinute din samburi si pielite
de struguri. De asemenea, Wang et al. (2005) au raportat pentru samburii de struguri,
supusi extractiei prin diferite metode, un continut total de fenoli in intervalul 27,2-
194,2 mg/g. In acord cu aceste rezultate sunt si cele care exprima activitatea
antioxidanta a subproduselor rezultate la procesarea strugurilor. Astfel, SS a prezentat
o activitate antioxidanta cu cel putin 25% superioara celei inregistrata in cazul CS
(Tabelul 1). Rezultate similare ale activitatii de captare a radicalilor liberi de 3,35 -
11,8 mg/ml (ECso) au raportat Li et al. (2008) pentru diferite extracte din samburi de
struguri.

Unele boli degenerative precum bolile cardiovasculare, bolile inflamatorii
intestinale, ateroscleroza, cancerul, imbatranirea pielii etc. au fost asociate cu
prezenta radicalilor liberi in celule, unde se formeaza in timpul reactiilor metabolice
de oxidare. Radicalii liberi poseda un electron nepereche in orbita lor exterioara, fiind
extrem de instabili. Antioxidantii actioneaza prin cedarea si completarea ultimului strat
electronic al radicalilor liberi, care, nemaifiind deficitari in electroni, isi pierd
capacitatea nociva de actiune. Astfel, este cunoscut faptul ca antioxidantii, care se
gasesc in cantitati mari in produsele vegetale, au un rol important in prevenirea
cancerului si bolilor cardiovasculare (Kris-Etherton et al., 2002; Ferrari & Torres,
2003).

Referitor la struguri si produsele derivate la procesarea acestora, efectele
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cunoscut. Resveratrolul este in mod particular cunoscut pentru impiedicarea instalarii
sindromului metabolic si a afectiunilor cardiace, prin protectia asigurata vaselor de
sange impotriva inflamatiilor, cresterea tolerantei la glucoza si imbunatatirea functiei
de producere a insulinei. Semintele de struguri contin cantitati importante de compusi
fenolici precum acid galic, catehine, epicatehine, proantocianidine si procianidine
(Ravikanth et al., 2006; Xia et al., 2010), cu puternica activitate antioxidanta. Desi au
existat unele intrebari privind biodisponibilitatea procianidelor din extractul de
seminte de struguri, studiile in vivo au demonstrat ca protectia antioxidanta fata de la
radicalii liberi este chiar mai buna decat a altor antioxidanti bine cunoscuti, cum ar fi
vitamina C sau E (Fine, 2000). Semintele de struguri sunt bogate si in numeroase
substante biologic active precum vitaminele E, B1, B2, P, PP, provitamina A, acizi
polinesaturati si minerale precum Ca si Na. Pielitele de struguri sunt bogate in
proantocianidine, acid elagic, miricetina, quercitina, kaempferol si trans-resveratrol
(Xia et al., 2010).

9.2. Efectul fermentatiei lactice asupra functionalitatii subproduselor rezultate de
la prelucrarea strugurilor

O alimentatie bogata in surse naturale de compusi biologic activi este importanta
pentru a asigura un nivel corespunzator de antioxidanti la nivel celular, deoarece
antioxidantii endogeni nu sunt suficienti pentru a preveni complet procesele oxidative
din organismul uman.

Astfel, suplimentarea cu antioxidanti naturali a diferitelor produse alimentare
ce se regasesc in mod comun in dieta unei categorii largi a populatiei, reprezinta a
maniera eficienta de a asigura o protectie suplimentara organismului. Este important
ca alimentele suplimentate cu antioxidanti naturali, sa nu sufere modificari senzoriale
importante, pentru a putea fi acceptate cu usurinta de catre consumatori, putand
contribui astfel la prevenirea unor boli. Printre alimentele foarte consumate, ce
reprezinta matrici promitatoare pentru suplimentarea cu antioxidantilor din surse
naturale, se numara produsele lactate, produsele de panificatie, sucurile si bauturile,
etc. (Valenzuela et al., 2003).

Pentru a verifica efectul fermentatiei lactice asupra functionalitatii
subproduselor rezultate la prelucrarea strugurilor, cele doua ingrediente au fost
utilizate pentru obtinerea de produse lactate fermentate functionale, SS si CS fiind
integrate in produs in doua momente diferite ale procesului tehnologic (Tabelul 9.2).

Probele de iaurt au fost pregatite la nivel de laborator prin procesare laptelui
UHT. Pentru a evidentia modul in care continutul de grasime influenteaza calitatea
produsului obtinut, in experiment a fost utilizat lapte cu diferite concentratii de
grasime: 1,5% si 0,1% grasime (Tabelul 9.2).

In vederea pregatirii pentru inocularea cu cultura starter liofilizata de bacterii
lactice termofile, laptele a fost intai temperat la temperatura de 43°C. Fermentatia
lactica a fost derulata de un amestec de Streptococcus thermophilus si Lactobacillus
delbrueckii subsp. bulgaricus, recomadat pentru obtinerea atat de iaurt cu coagul ferm,
cat si de iaurtul fluid.
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Pentru a evidentia modul in care activitatea metabolica a bacteriilor
influenteaza eliberarea compusilor cu activitate antioxidanta din ingredientele
vegetale, suplimentarea cu SS si CS s-a efectuat in doua momente diferite ale
procesarii:

— varianta 1: imediat dupa inocularea laptelui cu cultura starter de bacterii lactice
(v1),
— varianta 2: dupa finalizarea fermentarii (v2).

in ambele variante de lucru (v1 si v2), dupa suplimentarea cu SS si CS a mediului
supus fermentarii/fermentat, s-a efectuat o omogenizare energica a produselor, astfel
incat sa se obtina amestecuri omogene.

Nivelul de suplimentare cu SS si CS s-a stabilit in baza unor teste preliminare
care au urmarit obtinerea unor produse cu proprietati functionale superioare, care sa
nu fie refuzate de consumatori in baza aprecierii vizuale, din cauza aspectului dominat
de prezenta particulelor indigo dispersate in masa de produs. Astfel, pentru fiecare
varianta tehnologica considerata in experiment, au fost testate urmatoarele doua
concentratii diferite de SS si CS: 0,5% si 1%. Pentru fiecare tip de lapte supus
fermentarii, s-a pregatit cate o proba martor nesuplimentata cu ingrediente de origine
vegetala obtinute la procesarea strugurilor (Tabelul 9.2).

Tabelul 9.2. Codificarea si aspectul probelor de iaurt obtinute din lapte de vaca cu
continut diferit de grasime si cu adaos de faina din samburi de struguri (SS) sau pudra
din coaja de struguri (CS)

laurt cu 0,1% grasime, suplimentat la inceputul operatiei de
fermentare cu faina din samburi de struguri (SS) sau pudra din coaja
de struguri (CS)

- 0,5% SS 0,5% CS 1% SS 1% CS

Cod proba M1 P1-055S-v1  P1-05CS-v1  P1-1SS-v1 P1-1CS-v1
Aspect - — . -
proba

laurt cu 0,1% grasime, suplimentat la inalul operatiei de fermentare

cu faina din samburi de struguri (SS) sau pudra din coaja de struguri

(CS)

- 0,5% SS 0,5% CS 1% SS 1% CS

Cod proba M1 P1-055S-v2 P1-05CS-v2 P1-1SS-v2  P1-1CS-v2
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Aspect
proba
laurt cu 1,5% grasime, suplimentat la inceputul operatiei de
fermentare cu faina din samburi de struguri (SS) sau pudra din coaja
de struguri (CS)
- 0,5% SS 0,5% CS 1% SS 1% CS
Cod proba M2 P2-05SS-v1  P2-05CS-v1  P2-1SS-v1 P2-1CS-v1
Aspect ' s R >%
proba
laurt cu 1,5% grasime, suplimentat la finalul operatiei de fermentare
cufaina din samburi de struguri (SS) sau pudra din coaja de struguri
(CS)
- 0,5% SS 0,5% CS 1% SS 1% CS
Cod proba M2 P2-055S-v2 P2-05CS-v2 P2-1SS-v2  P2-1CS-v2
Aspect ' — L 48 -4 R o
proba

Pentru aprecierea impactului suplimentarii cu ingredientele investigate (SS si
CS), probele de iaurt au fost caracterizate prin determinarea: aciditatii, sinerezei,
activitatii antioxidante, continutului total de fenoli si comportamentului reologic.

Dupa depozitarea timp de 21 zile la 4°C toate probele de iaurt au fost
caracterizate prin aprecierea atributelor senzoriale in baza simtului vizual si tactil,
pentru a identifica eventuale defecte de consistenta si aspect, sau prezenta mirosului
strain. Toate probele analizate au prezentat aspect placut, miros specific de iaurt si
consistenta corespunzatoare, cremoasa si omogena. Probele suplimentate cu
ingrediente vegetale au prezentat un miros placut, usor fructat.
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9.3. Influenta suplimentarii cu subproduse rezultate de la prelucrarea strugurilor
asupra activitatii fermentative a bacteriilor lactice

Momtonzarea fermentarii probelor de iaurt s-a efectuat prin masurarea evolutiei
pH-ului. Tn acord cu recomandarile din literatura de specialitate, fermentarea jaurtului
a fost intrerupta prin racirea probelor la 4°C, in momentul atingerii valorii de pH de
aproximativ 4,6. Pentru probele suplimentate cu SS si CS s-a observat o reduce mai
rapida a pH-ului in timpul fermentarii comparativ cu probele martor corespunzatoare.
Independent de continutul de grasime din lapte, pentru reducerea pH-ului pana la
valoarea 4,6 probele martor au necesitat un timp fermentare cu 30 min superior
probelor suplimentate cu faina din samburi si coaja de struguri, care au atins pH-ul
dorit dupa 4 ore.

In Figura 9.1 este prezentatd aciditatea probelor de iaurt la finalul operatiei de
fermentare si dupa 24 de ore de depozitare la 4°C. Aciditatea probelor martor pregatite
din lapte cu 0,1 si 1,5% grasime a fost comparabila (81,1-83°T), crescand cu 1,7-2,4°T
dupa 24 de ore de depozitare (Figura 9.1). Independent de continutul de grasime al
laptelui, aciditatea probelor suplimentate cu SS sau CS inaintea operatiei de
fermentare a fost 1,1-2,4°T mai mare fata de probele corespunzatoare suplimentate cu
ingrediente vegetale la finalul operatiei de fermentare si comparativ cu martorul.
Eliberarea graduala a compusilor cu caracter acid din SS si CS in probele de iaurt este
responsabila pentru diferentele inregistrate intre probe. Cea mai mare aciditate a fost
inregistrata in cazul probelor cu 1 % faina din samburi de struguri si faina din coaja de
struguri, care au acumulat pana la finalul fermentarii 0,81 g acid lactic/100 g produs.
Studii anterioare efectuate de Karaaslan s.a. (2011) au indicat faptul ca suplimentarea
probelor de iaurt cu diferite extracte din samburi de struguri, poate determina
cresterea aciditatii pana la 0,98 % acid lactic.
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Fig. 9.1. Influenta suplimentarii cu 0,5% si 1% faina din seminte de struguri (05SS si
respectiv 1SS) si pulbere din coaja de struguri (05CS si respectiv 1CS) asupra aciditatii
probelor de iaurt, la finalul procesului de fermentare (4,5 ore - reprezentate cu gri
deschis) si dupa 24 ore de depozitare (albastru deschis) pentru probele de iaurt
obtinute din lapte cu 0,1% (a) si 1,5% (a) grasime

Toate probele de iaurt au fost ulterior depozitate la temperatura de 4°C,
monitorizandu-se stabilitatea produsului pe parcursul a 21 zile de acidifiere post-
fermentare. Activitatea fermentativa a bacteriilor lactice a continuat cu intensitate
foarte redusa pe parcursul celor 21 de zile de depozitare la temperatura de refrigerare.
Analiza dinamicii acidifierii produsului a indicat a reducere mai accentuata a pH-ului
probelor suplimentate cu SS sau CS, comparativ cu probele martor. Dupa 21 zile de
depozitare, probele martor au prezentat pH de 4,4, iar iaurturile suplimentate cu 0,5%
si 1% SS sau CS au avut valori finale de pH de ~4,3 si respectiv ~4,2, rezultate care sunt
in concordanta cu Karaaslan s.a. (2011). Aceasta tendinta ar putea fi explicata de
existenta unor glucide fermentescibile in subprodusele rezultate la procesarea
strugurilor care au fost utilizate pentru suplimentarea iaurturilor, pentru a caror
utilizare bacteriile lactice au necesitat o perioada de adaptare mai lunga. Activitatea
fermentativa a bacteriilor lactice in aceste probe ar putea fi stimulata de prezenta
efectorilor in SS si CS. De asemenea, independent de nivelul SS sau CS, s-a observat o
scadere a valorii pH-ului usor mai mare in cazul probelor suplimentate inainte de
fermentare, fata de cele suplimentate la finalul fermentarii.
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9.4. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate de la prelucrarea
strugurilor asupra activitatii antioxidante

Activitatea antioxidanta a probelor de iaurt a fost exprimata ca activitate de
captare a radicalilor liberi (DPPH-RSA). Suplimentarea cu SS sau CS a determinat
cresterea activitatii antioxidante a iaurtului de 3,8 pana la 5,2 ori comparativ cu
probele martor (Figura 9.2). Asa cum era de asteptat, avand in vedere continutul ridicat
de compusi biologic activi din subprodusele rezultate la procesarea strugurilor,
activitatea DPPH-RSA a fost mai ridicata in cazul iaurturilor cu 1% SS sau CS, indiferent
de continutul de grasime. Numeroase studii au explorat efectele fiziologice ale
compusilor biologic activi cu activitate antioxidanta din subprodusele rezultate la
procesarea strugurilor. Activitatea antioxidanta a probelor a fost influentata si de
momentul adaugarii ingredientelor vegetale in produs. Astfel, suplimentarea cu SS si
CS la inceputul etapei de fermentare a permis obtinerea de iaurturi cu activitate
antioxidanta superioara probelor la care subprodusele din struguri au fost adaugate la
finalul fermentarii (Figura 9.2).
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Fig. 9.2. Influenta suplimentarii cu 0,5% si 1% faina din seminte de struguri (05SS si
respectiv 1SS) si pulbere din coaja de struguri (05CS si respectiv 1CS) la inceputul
(verde deschis) sau la finalul (albastru deschis) operatiei de fermentare, asupra
activitatii antioxidante (DPPH-RSA) a probelor de iaurt din lapte cu 0,1% (a) si 1,5% (a)

grasime
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Referitor la influenta concentratiei lipidelor, probele de iaurt obtinute din lapte
cu 1,5% grasime, au prezentat activitatea antioxidanta usor inferioara probelor
pregatlte din lapte cu 0,1% grasime (Figura 9.2). in iaurtul cu un continut mai ridicat
de grasime o parte din compusii cu proprietati antioxidante din SS si CS ar putea fi
implicati in neutralizarea radicalilor liberi din probe. Rezultatele obtinute in prezentul
studiu sunt in acord cu cele raportate de Chouchouli s.a. (2013), referitoare la
activitatea antioxidanta a probelor de iaurt cu grasime. Compusii cu activitate
antioxidanta din probele analizate au prezentat o buna stabilitate pe parcursul
depozitarii (Figura 3), remarcandu-se extractia si solubilizarea graduala a unor
molecule biologic active din SS si CS in probele de iaurt. Un comportament diferit a fost
raportat de Arenahalli s.a. (2012), care au observat reducerea activitatii de captare a
radicalilor liberi in timpul depozitarii iaurtului.
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Fig. 9.3. Influenta suplimentarii cu 0,5% si 1% faina din seminte de struguri (05SS si
respectiv 1SS) si pulbere din coaja de struguri (05CS si respectiv 1CS) la inceputul (v1)
sau la finalul (v2) operatiei de fermentare, asupra activitatii de captare a radicalilor

liberi DPPH (DPPH-RSA) a probelor de iaurt obtinute din lapte cu 0,1% (a) si 1,5% (a)

grasime, pe parcursul depozitarii timp de 21 zile la temperatura de 4°C.
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9.5. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate de la prelucrarea
strugurilor asupra fenomenului de sinereza

Capacitatea produselor lactate fermentate de a permite separarea serul pe
parcursul depozitarii reprezinta un criteriu important ce influenteaza acceptarea
produselor de catre consumatori. Verificarea acestei proprietati a probelor de iaurt
suplimentate cu SS sau CS a fost realizata prin determinarea sinerezei probelor

pregatite la nivel de laborator, in conditii de centrifugare timp de 15 min la 3500 rpm
(Figura 9.4).
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Fig. 9.4. Influenta suplimentarii cu 0,5% si 1% faina din seminte de struguri (05SS si
respectiv 1SS) si pulbere din coaja de struguri (05CS si respectiv 1CS) la inceputul

(verde deschis) sau la finalul (albastru deschis) operatiei de fermentare, asupra
sinerezei probelor de iaurt din lapte cu 0,1% (a) si 1,5% (a) grasime
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Adaosul de SS si CS a determinat imbunatatirea semnificativa a capacitatii de
retinere a serului de catre probele fermentate. Intensitatea fenomenului de sinereza a
fost influentata de tipul si concentratia subprodusului vegetal folosit pentru
suplimentarea iaurtului. Desi continutul de substanta uscata al iaurturilor nu creste
semnificativ in cazul suplimentarii cu 0,5 sau 1% SS sau CS, cantitatea de zer separata
in conditii de centrifugare este semnificativ mai mica la aceste probe, cel mai probabil
multumita aportului de fibre, atat solubile cat si insolubile, care prezinta o buna
capacitate de legare si retinere a apei (Ibrahim si Khalifa, 2015; Damian si Olteanu,
2014).

Probele suplimentate cu SS si CS la finalul fermentarii au prezentat un fenomen
de sinereza mai putin intens fata de cele suplimentate la inceputul operatiei de
fermentare (Figura 9.4). Sub actiunea enzimelor secretate de bacteriile lactice masa
moleculara a unor compusilor din SS si CS este redusa, fiind astfel afectata capacitatea
acestora de retinere a serului in matricea de tip gel. Datorita continutului mai ridicat
de fibre (62,8%) SS a prezentat o mai buna abilitate de diminuare a sinerezei iaurturilor
in conditii de centrifugare, comparativ cu CS.

9.6. Influenta suplimentarii iaurtului cu subproduse rezultate la prelucrarea
strugurilor asupra proprietatilor reologice

Comportamentul reologic al probelor fermentate suplimentate cu SS si CS a fost
determinat la temperatura de 20°C cu ajutorul reometrului cu tensiune controlata AR
2000 (TA Instruments, New Castle, DE). Independent de nivelul de suplimentare cu SS
sau CS si de continutul de grasime, toate probele obtinute la nivel de laborator au
prezentat tendinta de fluidificare, vascozitatea probelor modificandu-se permanent,
datorita modificarilor graduale ale matricei de tip gel si orientarii agregatelor
moleculare si macromoleculelor in directia de curgere. Valorile tensiunii de forfecare
au crescut, iar cele ale viscozitatii aparente au scazut odata cu cresterea vitezei de
forfecare in domeniul 0,1-100 s*' (Figura 9.5).
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Fig. 9.5. Influenta suplimentarii cu 0,5% si 1% faina din seminte de struguri (05SS si
respectiv 1SS) si pulbere din coaja de struguri (05CS si respectiv 1CS) la inceputul (v1)
sau la finalul (v2) operatiei de fermentare, asupra evolutiei tensiunii de forfecare si
viscozitatii aparente in functie de viteza de forfecare, pentru probele de iaurt din
lapte cu 0,1 % (a, b) si 1,5% (c, d) grasime
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Concluzii

Doua subproduse rezultate la prelucrarea strugurilor au fost selectate pentru
obtinerea de bauturi lactate fermentate cu continut redus de grasime si activitate
antioxidanta ridicata. S-a urmarit efectul suplimentarii cu diferite procente de faina
din samburi de struguri si pulbere din coaja de struguri asupra derularii fermentatiei
lactice. Indiferent de ingredientul vegetal utilizat si de nivelul de suplimentare, s-a
inregistrat o reducere a pH-ului mai accentuata pe parcursul depozitarii, comparativ
cu probele martor. Cresterea adaosului de faina din samburi de struguri si pulbere din
coaja de struguri a condus la o acidifiere mai accentuata a probelor de iaurt, valoarea
pH-ului final nefiind insa mai mica de 4,2. Intensitatea fenomenului de sinereza a variat
in functie de tipul si concentratia ingredientului vegetal adaugat. Suplimentarea cu
faina din samburi de struguri sau pulbere din coaja de struguri a determinat diminuarea
semnificativa a cantitatii de ser separat, cele mai bune rezultate fiind inregistrate in
cazul suplimentarii la finalul operatiei de fermentare. Activitatea antioxidanta a
iaurturilor suplimentate cu subproduse rezultate la procesarea strugurilor a crescut
semnificativ odata cu nivelul adaosului.
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10. Studiu privind eliberarea aparenta a compusilor fenolici din
tescovina de struguri in timpul digestiei in vitro

10.1. Material si metoda

S-a analizat tescovina de struguri, definita ca subprodus rezultat in urma
procesarii strugurilor, compusa din pielite, seminte si resturi de pulpa. Proba a fost
omogenizata anterior analizei pentru asigurarea uniformitatii. Pentru fiecare test de
digestie in vitro s-a utilizat o masa de 0,5 g de proba.

10.1.1. Digestia gastrointestinald simulatad in vitro

Digestia gastrointestinala simulata in vitro a fost realizata utilizand un model
static standardizat, adaptat dupa protocoalele dezvoltate de Minekus et al. si Brodkorb
et al., care reproduc conditiile fiziologice ale tractului digestiv uman prin etape
succesive orale, gastrice si intestinale. Experimentele au fost efectuate la temperatura
fiziologica de 37 °C, sub agitare constanta (100 rpm), pentru a simula miscarile
peristaltice. pH-ul a fost ajustat specific fiecarei faze utilizand solutii tampon
corespunzatoare, pentru a reflecta mediul enzimatic caracteristic.

Pentru fiecare determinare s-a utilizat o cantitate de 0,5 g de proba de tescovina
de struguri, anterior omogenizata pentru asigurarea reprezentativitatii si
reproductibilitatii analizelor.

Au fost aplicate doua abordari experimentale distincte, cu scopul de a evalua
diferentele dintre eliberarea fractionata si cea cumulativa a compusilor bioactivi:

_a. Protocol R1 digestie secventiala cu colectare pe faze

In acest protocol, fiecare etapa digestiva a fost tratata independent, prin
separarea supernatantului dupa fiecare faza, permitand evaluarea specifica a
compusilor solubilizati in fiecare compartiment digestiv.

o Faza orala: Proba (0,5 g) a fost amestecata cu 2,5 mL Salivary Simulated Fluid
(SSF, pH = 7,0) si incubata timp de 2 minute. Dupa incubare, amestecul a fost
centrifugat, iar supernatantul a fost colectat pentru analize ulterioare.

o Faza gastrica: Reziduul solid rezultat a fost tratat cu 2,5 mL Gastric Simulated
Fluid (SGF, pH 3,0) si incubat timp de 2 ore. Dupa digestie, proba a fost
centrifugata si supernatantul gastric a fost separat.

o Fazaintestinala: Reziduul ramas a fost supus digestiei intestinale prin adaugarea
a 2,5 mL Intestinal Simulated Fluid (SIF, pH 7,0), urmata de incubare timp de 2
ore. La final, s-a realizat centrifugarea si colectarea supernatantului intestinal.
Aceasta abordare permite evaluarea distributiei compusilor bioactivi pe

parcursul digestiei si evidentierea etapelor dominante de eliberare.

_ b. Protocol R2 digestie cumulativa fara separare intermediara

In acest caz, digestia a fost realizata in mod continuu, fara separarea fazelor
intermediare, pentru a simula mai fidel conditiile fiziologice reale din tractul digestiv.

o Faza orala: Proba a fost amestecata cu 2,5 mL SSF si incubata 2 minute la 37°C.

» Faza gastrica: Amestecul rezultat a fost completat cu 5 mL SGF si incubat timp
de 2 ore.
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« Faza intestinala: Ulterior, sistemul a fost completat cu 10 mL SIF si incubat inca
2 ore.
La finalul digestiei, reactiile enzimatice au fost oprite prin racire rapida in baie
de gheata timp de 10 minute. Amestecul a fost centrifugat la 4500 rpm timp de 30
minute, iar supernatantul final a fost colectat, filtrat prin membrane de 0,45 pm si
depozitat la 4 °C pana la analiza.
Pentru corectarea contributiilor provenite din enzime si mediile de digestie, s-au
preparat probe blank in aceleasi conditii experimentale, acestea fiind utilizate pentru
corectia rezultatelor analitice

10.1.2. Determinarea polifenolilor totali (metoda Folin-Ciocalteu)

Continutul total de compusi fenolici a fost determinat prin metoda
spectrofotometrica Folin-Ciocalteu, bazata pe reactia de oxidare-reducere dintre
compusii fenolici si reactivul Folin-Ciocalteu, care conduce la formarea unui complex
cromogen de culoare albastra, cuantificabil la lungime de unda specifica. Analiza a fost
realizata pe supernatantele obtinute in urma digestiei in vitro, corespunzatoare
fiecarei faze digestive (protocol R1) sau digestiei finale (protocol R2).

In mod tipic, un volum definit de proba a fost amestecat cu reactivul Folin-
Ciocalteu, urmat de adaugarea unei solutii alcaline (carbonat de sodiu) pentru
dezvoltarea culorii. Amestecul a fost incubat in conditii controlate de timp si
temperatura, pentru stabilizarea complexului format. Absorbanta a fost masurata
spectrofotometric la 765 nm, iar concentratia de polifenoli a fost determinata prin
raportare la o curba de calibrare realizata cu acid galic standard. Rezultatele au fost
exprimate ca mg echivalenti acid galic (GAE) raportat la volumul de supernatant
(mg/L).

Pentru asigurarea acuratetei si reproductibilitatii datelor, toate determinarile
au fost efectuate in triplicat, iar rezultatele finale au fost exprimate ca medie +
deviatie standard.

Metoda Folin-Ciocalteu, desi larg utilizata pentru evaluarea capacitatii
antioxidante globale, poate prezenta interferente din partea altor compusi reducatori
(de exemplu acid ascorbic sau compusi Maillard), motiv pentru care rezultatele trebuie
interpretate ca un indicator al capacitatii reducatoare totale, si nu exclusiv al
continutului fenolic.

10.1.3. Determinarea capacitatii antioxidante totale

Capacitatea antioxidanta totala a fost determinata prin metoda
fotochimiluminiscentei, utilizand aparatul Photochem Analytik Jena (seria 3600344 /
N.l. 20302), pe baza excitarii fotochimice a radicalilor liberi si a detectiei
luminometrice a compusilor antioxidanti prezenti in proba. Determinarile au fost
efectuate pentru fractiunea hidrosolubila, iar rezultatele au fost exprimate in
echivalenti acid ascorbic. Pentru analiza probei solide de tescovina de struguri s-a
utilizat o extractie preliminara. S-a cantarit o masa de proba omogenizata, la care s-a
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adaugat solventul de extractie. Amestecul a fost omogenizat manual, apoi centrifugat

timp de 5 minute la 10.000 rpm, iar supernatantul obtinut a fost utilizat pentru analiza.
Masurarea s-a realizat conform instructiunilor producatorului, folosind kitul ACW

pentru antioxidanti hidrosolubili. Rezultatele au fost calculate pe baza valorii citite la

aparat, tinand cont de factorul de dilutie, masa moleculara a acidului ascorbic, volumul

de extractie, volumul pipetat si masa probei, conform relatiei:

unde: Pentru probe solide se aplica urmatoarea metoda de calcul:

“g

) QXDXMXV
Concentratia {——J =
mg

PV x Mp

Q = valoarea citita la aparat, exprimata in nmoli acid ascorbic,
D = factorul de dilutie,
M = masa moleculara a acidului ascorbic, 176,13 ng/nmol,
V = volumul de extractie, mL,
PV = volumul pipetat pentru determinare,
Mp = masa probei, g.
Analizele au fost efectuate in triplicat, iar rezultatele au fost exprimate ca
medie.

10.2. Rezultate
10.2.1. Continutul de polifenoli totali

Determinarile efectuate prin metoda Folin-Ciocalteu au evidentiat diferente
semnificative intre fazele digestive simulate, reflectand influenta conditiilor fiziologice
asupra eliberarii compusilor fenolici din tescovina analizata. Valorile obtinute sunt
prezentate in Tabelul 10.1.

Tabel 10.1. Continutul de polifenoli si capacitatea antioxidanta in functie de faza

digestiva
Proba Faza Polifenoli (mg Capacitate antioxidanta
digestiva GAE/L) (ug/mL)
Tescovina SSF (oral) 967.90 + 95.47 2.24 £ 0.15
SGF (gastric) 524.45 + 64.84 1.25 £ 0.09
SIF (intestinal) 332.65 + 29.13 0.81 £+ 0.05
R2 (final) 162.94 + 16.47 0.39 + 0.01

Contrar tendintei frecvent raportate in literatura, unde se observa o crestere a
polifenolilor in fazele avansate ale digestiei, in cazul de fata se evidentiaza o scadere
progresiva a concentratiei de polifenoli de la faza orala catre cea intestinala.

Figura 10.1 prezinta variatia continutului de polifenoli totali in functie de faza
digestiva. Se observa o scadere progresiva a concentratiei de la faza orala (SSF, 967.9
mg GAE/L) catre digestia completa (R2, 162.9 mg GAE/L). Aceasta tendinta
descrescatoare indica degradarea sau transformarea compusilor fenolici in conditiile
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mediului gastric si intestinal, precum si posibile interactiuni cu componentele matricei
alimentare care reduc fractia solubila detectabila.

1000 A

900 -

800 4

700 A

600

500 A

Polifenoli (mg GAE/L)

400 A

300 A

200 1

SSF SGF SIF R2
Faza digestiva

Figura 10.1. Evolutia continutului de polifenoli totali in timpul digestiei in vitro

Distributia procentuala a polifenolilor intre fazele digestive este prezentata in
Figura 10.2:

« faza orala: 45,0%

» faza gastrica: 23,2%

o faza intestinala: 31,8%

31,8

45

23,2
= faza orald: = faza gastrica faza intestinald

Figura 10.2. Distributia procentuala a polifenolilor intre fazele digestive

Aceasta tendinta poate fi atribuita unui cumul de procese, incluzand:

« degradarea compusilor fenolici in conditii acide (faza gastrica)

« transformari structurale si oxidari in timpul digestiei

 interactiuni cu proteinele si fibrele, care reduc fractia solubila detectabila

Studii similare au aratat ca stabilitatea polifenolilor depinde puternic de structura
chimica, compusii simpli fiind mai susceptibili la degradare in mediul gastric [1-5].

UNIVERSITAS

I% ﬁ é::..-.,i.:;:!g_!’e A

0
GALATIENSIS

i
rcuR
A s



Cofinantat de
Uniunea Europeana

ctdm oportunitagi
ntam viit

PoCIDIF -
#

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

10.2.2. Capacitatea antioxidantd totala

Capacitatea antioxidanta urmeaza aceeasi tendinta descendenta ca si continutul de
polifenoli:

e maxim in faza orala: 2.24 pug/mL

o minim dupa digestia completa: 0.39 pg/mL

Pentru extractul total s-a calculat: 24.08 pg/mg echivalent acid ascorbic

Aceasta valoare indica o activitate antioxidanta relevanta, comparabila cu

subproduse vegetale bogate in compusi bioactivi. Corelatia directa intre polifenoli si
capacitatea antioxidanta confirma literatura, unde se arata ca polifenolii sunt
principalii contribuitori la activitatea antioxidanta.

Transformari chimice ale compusilor bioactivi in timpul digestiei

Pe parcursul digestiei in vitro, compusii bioactivi din tescovina sunt supusi unui
ansamblu complex de transformari chimice si fizico-chimice, determinate de variatiile
de pH, temperatura, prezenta oxigenului dizolvat si interactiunile cu componentele
matricei alimentare. (Tabel 10.2) Aceste procese conduc la modificari semnificative ale
fractiei solubile si, implicit, ale concentratiilor determinate experimental. In faza
orala caracterizata prin pH neutru si timp scurt de contact, predomina procesele de
solubilizare rapida a compusilor fenolici liberi sau slab legati. In aceste conditii,
transformarile chimice sunt limitate, iar structura compusilor ramane relativ stablla,
ceea ce explicé valorile ridicate observate experimental Odata cu trecerea in faza
ech1l1brulu1 chimic. Compusii fenolici pot suferi procese de protonare, modificari de
ionizare si interactiuni mai intense cu componentele matricei, in special proteinele si
fibrele. Aceste interactiuni pot conduce la formarea unor complexe mai stabile sau la
retinerea compusilor in faza solida, reducand astfel fractia detectabila in supernatant
[9] in paralel, conditiile acide pot favoriza degradarea partlala a unor structuri fenolice
sensibile. Tn faza mtestmala cresterea pH-ului spre valori neutre sau usor alcaline si
prezenta sarurilor biliare si a enzimelor digestive modifica semnificativ
comportamentul sistemului.
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Tabel 10.2. Principalele reactii chimice implicate in digestia compusilor fenolici si interactiunea cu matricea

lasa d
. . Clasa e. . . Ecuatie Conditii Efect asupra Relevanta
Tip reactie compusi Mecanism chimic e o . K . e
’ s e . generalizata favorizante polifenolilor experimentala
implicati
.. - Transfer de electron pH neutru- Scadere
Oxidare fenolica Acizi fen9l1c1, si formare radical ArOH + Oz — ArO- alcalin, O, concentratie, Scadere in SGF/SIF
flavonoide ’ . + HO,e . N
fenoxil dizolvat formare quinone
Transformare in L ., Rearanjare si oxidare ArOe — Ar=0 . . Pierdere capacitate Corelat cu scaderea
. Radicali fenoxil . L Mediu oxidant L < vl
quinone secundara (quinona) antioxidanta activitatii
Reactii radicalice Polifenoli Donare de H catre ArOH + ROO« — Prezenta radicali Consum polifenoli Corelatie cu
(antioxidante) radicali ArO. + ROOH lipidici P antioxidant
Hidroliza Flavonoide Clivaj legatura O- Ar-O-Glc + H,0 — pH intestinal, Crestere polifenoli n
s e - R . T Crestere in SIF
glicozidica glicozilate glicozidica ArOH + Glc enzime liberi ’
Hidroliza esterica Acizi fen9l1c1 Ruptura l?gaturl Ar-COO-R + Hz0 ~ Mediu enzimatic Eliberare C.°T"p“$‘ Eliberare secundara
legati esterice Ar-COOH + R-OH fenolici
Complexare cu Polifenoli + Legaturi H + ArOH + Protein pH acid Reducere fractie Scadere in SGF

proteine proteine

interactiuni hidrofobe Complex

libera

Valori reduse in

Polifenoli +

Adsorbtie pe fibre fibre

ArOH + Matrix
ArOH_bound

Interactii fizico-
chimice

Continut ridicat

de fibre Retentie in solid

supernatantul final
(R2)

\l/7
Q)
& %

0
o

A

LN.C.D.T.ILM.

UNIVERSITAS

GALATIENSIS



Cofinantat de
Uniunea Europeana

Conectam oportunitati
Finantam viitorul

t

PoCIDIF | s .
’4,}

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

. Taninuri, Formare agregate . Reducerea fractiei o
Precipitare . . . . . nArOH — agregate H acid . . SGF scazut

P polifenoli mari insolubile —agres P solubile detectabile

Oxidare ll')Jdlca Acizi grasi Initiere radicalica LH+0; = Lo+ 0., temperatura Generare radicali Consum polifenoli

(cuplata) ’ ’ HO, .
Reactii de Radicali Recombinare ArOe + ArOQe — Concentratii Formare compusi < L.

: .. C s v L C . L Scadere antioxidant
terminare fenolici radicalica dimeri mari radicali inactivi
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in aceste conditii, interactiunile dintre compusii fenolici si matricea solida pot fi
destabilizate, favorizand procese de desorbtie si eliberare secundara [10]. De asemenea,
reactiile de hidroliza ale formelor conjugate pot conduce la formarea de compusi fenolici
liberi, mai usor detectabili. Pe tot parcursul digestiei, compusii fenolici sunt implicati
intr-un echilibru dinamic intre procese de eliberare, transformare si retentie [11].
Reactiile de oxidare, favorizate de prezenta oxigenului dizolvat, pot conduce la formarea
de produsi oxidati si la reducerea capacitatii antioxidante. in acelasi timp, interactiunile
cu matricea alimentara, in special cu fractia fibroasa, joaca un rol major in limitarea
transferului compusilor in faza lichida. In cazul digestiei cumulative, aceste procese se
suprapun si se amplifica [12]. Interactiunea prelungita intre faza lichida si matricea
solida, asociata cu cresterea volumului total al sistemului, conduce la un efect combinat
de dilutie si retentie. Astfel, valorile determinate in supernatantul final reflecta doar
fractia bioaccesibila, iar o parte semnificativa a compusilor fenolici ramane asociata
structurii solide. Comportamentul compusilor bioactivi in timpul digestiei este rezultatul
interactiunii dintre proprietatile lor chimice intrinseci si caracteristicile matricei
alimentare. intelegerea acestor mecanisme este esentiald pentru interpretarea corecta
a rezultatelor experimentale si pentru fundamentarea etapelor ulterioare de modelare
a proceselor implicate.
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11. Optimizarea proceselor de obtinere extracte polifenolice si ridicare
la scara cu valorificarea reziduurilor

11.1. Introducere

Vita de vie (Vitis vinifera L.) reprezinta o cultura de importanta economica
majora, peste 80% din productia globala de struguri fiind destinata productiei de vin, cu
o productie anuala de peste 258 de milioane de hectolitri (OIV, 2024). Procesul de
vinificatie genereaza cantitati substantiale de subproduse, in principal tescovina, drojdie
de vin si ape uzate, ceea ce creeaza probleme de mediu si economice (Constantin si
colab., 2024). Printre aceste reziduuri, tescovina este cea mai abundenta, reprezentand
20-30% din greutatea totala a strugurilor prelucrati in timpul procesului de vinificatie,
care consta din pielite reziduale, seminte si tulpini (Moutinho si colab., 2023).

In mod traditional tescovina este considerata ca deseu agricol si consumata prin
practici precum compostarea, depozitarea in depozitele de deseuri sau utilizarea ca
hrana pentru animale (Wang si colab., 2024). Desi aceste metode contribuie la
gestionarea deseurilor, ele pot duce si la acidifierea solului, emisii de metan si poluarea
apei, ceea ce ridica ingrijorari cu privire la impactul lor asupra mediului (Abreu si colab.,
2024). Mai mult, cresterea gradului de constientizare a provocarilor legate de
sustenabilitate a stimulat interesul pentru valorificarea tescovinei ca resursa mai
degraba decat ca produs rezidual. Cu toate acestea, o provocare majora pentru
implementarea strategiilor de procesare pentru valorificarea tescovinei este variatia
mare a compozitiei acesteia, care este atribuita diferitelor soiuri de struguri, locatii
geografice si proceduri de vinificatie.

In acest sens, acest studiu a avut ca scop analizarea unor tescovine provenite din
diferite soiuri de struguri albi si rosii din punct de vedere al continutului in compusi
valorosi in vederea selectarii ca o potentiala materie prima regenerabila pentru
obtinerea de produse cu valoare adaugata.

Utilizarea subproduselor din viticultura, si anume tescovina de struguri (coji si
seminte), ca sursa de nutrienti, este promitatoare si a fost deja adoptata in viticultura
organica (Paradelo si colab., 2011). Pe langa faptul ca este ieftina si accesibila
fermierilor, incorporarea compostului pe baza de tescovina de struguri sau a
vermicompostului in fertilizarea solului poate servi ca o solutie durabila de gestionare a
deseurilor. Compozitia reziduurilor din tescovina de struguri nu numai ca raspunde
cerintelor nutritionale ale vitei de vie, dar introduce si materie organica care aduce
beneficii semnificative sanatatii solului. Aceasta includ imbunatatiri ale structurii
solului, o retentie sporita a apei si o activitate microbiana crescuta, promovand un mediu
mai echilibrat din punct de vedere ecologic (Cataldo si colab., 2021).

11.2. Material biologic
Au fost selectate probe de tescovina provenind din trei soiuri de struguri albi
(Feteasca alba, Riesling si Muscat Ottonel) si doua soiuri de struguri rosii (Feteasca

134

UNIVERSITAS

o
GALATIENSIS ‘v“%v

Bu oo oca s b

2000 [N.CD.T.IM.




*** Cofinantat de
Un|unea Europeana

nnnnnnnnnnnnnnnnnnn
...............

Consolidarea integrarii nodului romanesc METROFOOD-RO in infrastructura
europeana de cercetare METROFOOD-RI, acronim METROFOOD-RO Evolve
Cod SMIS 2021+ 309287

Neagra si Cabernet Sauvignon), avand caracteristici diferite din punct de vedere fizic,
chimic si senzorial.
11.3. Metode de analiza

Glucidele solubile totale au fost determinate spectrofotometric prin metoda
Nelson (lordachescu si Dumitru, 1988), care se bazeaza pe reactia de culoare a glucidelor
solubile direct reducatoare cu reactivul alcalin de cupru, la cald. in urma reactiei,
glucidele se oxideaza la acidul aldonic corespunzator, iar cuprul este regasit in
precipitatul de oxid cupros fomat. In continuare oxidul cupros reduce acidul
fosfomolibdenic ducand la formarea unui oxid mixt de molibden, colorat in albastru.
Pentru analiza glucidelor solubile totale se face in prealabil si o hidroliza acida, la cald,
a glucidelor nereducatoare din proba. In final, se determina spectrofotometrlc extinctia
pentru A=630 nm.

Polifenolii au fost determinati printr-o metoda spectrofotometrica ce se bazeaza
pe reducerea fosfowolframatilor si fosfomolibdatilor din reactivul Folin-Ciocalteu
(Singleton si colab., 1999).

Flavonoidele au fost analizate printr-o metoda spectrofotometrica ce se bazeaza
pe formarea unor complecsi galbeni, stabili, intre ionii de Al(lll) si gruparile ceto si
hidroxil ale flavonoidelor (Nicolescu si colab., 2025).

Antocianii au fost analizati printr-o metoda spectrofotometrica bazata pe
modificarea culorii antocianilor in functie de pH (Versari si colab., 2007). Se masoara
variatia absorbantei culorii antocianilor la doua valori de pH (0,6 si 3,5) in raport cu apa
distilata. Masuratorile se fac la lungimea de unda de 520 nm, absorbanta probelor fiind
proportionala cu continutul in antociani.

Activitatea antioxidanta

Actiunea antioxidanta/antiradicalica a probelor de tescovina a fost evaluata prin
doua metode bazate pe mecanisme diferite, DPPH si ABTS, folosind un spectrofotometrul
Edinburgh DS5 achizitionat din fondurile proiectului METROFOOD.RO Evolve (Figura
11.1).
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Prima metoda spectrofotometrica monitorizeaza reducerea radicalului DPPH (2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl) (Blois, 1958; Brand-Williams si colab., 1995). DPPH-ul este un
radical liber stabil datorita faptului ca electronul liber apartine intregii molecule astfel
incat molecula nu poate dimeriza ceea ce se intampla cu majoritatea radicalilor liberi.
Acest tip de structura face ca DPPH-ul sa aibe o culoare intensa, violeta cu un maxim de
absorbtie in jur de 515 nm. Cand radicalul este pus in prezenta unui donor de hidrogen
are loc oxidarea moleculei cu aparitia formei reduse a DPPH, care este incolora.
Disparitia culorii violet, deci diminuarea absorbantei depinde linear de concentratia
antioxidantului intrat in reactie.

Extracte de diferite concentratii au fost analizate din punct de vedere al
capacitatii lor de a transforma radicalul DPPH. Pentru fiecare caz s-a calculat parametrul
ECso, care reprezinta concentratia probei (mg/ml) pentru care are loc transformarea a
50% din radicalul liber de DPPH). Pentru interpretarea rezultatelor se foloseste un
standard adecvat, care in functie de natura probei poate fi: acidul ascorbic, glutationul
etc.

A doua metoda spectrofotometrica monitorizeaza reducerea radicalului cationic
ABTSe.+ [2,2'-azinobis(3-etilbenzotiazolin-6-sulfonic acid)], conform metodei descrise de
Cafo si colab. (2023). Radicalul ABTSe+ este obtinut prin oxidarea ABTS in prezenta
persulfatului de amoniu si prezinta o coloratie intensa albastru-verzuie, cu un maxim de
absorbtie in jurul lungimii de unda de 734 nm. In prezenta compusilor antioxidanti,
radicalul cationic ABTSe+ este redus la forma neutra, necolorata, a ABTS, ceea ce
determina diminuarea absorbantei solutiei.

Extracte de tescovina cu concentratii diferite au fost analizate din punct de
vedere al capacitatii lor de a reduce radicalul cationic ABTSe+. Pentru fiecare extract s-
a determinat parametrul ICs,, care reprezinta concentratia extractului, exprimata in
mg/mL, necesara pentru reducerea cu 50% a radicalului cationic ABTSe+. IC5, a fost
determinat prin interpolarea curbei care exprima variatia inhibitiei in functie de
concentratia extractului. Valorile mai mici ale ICs, indica o activitate antioxidanta mai
mare, deoarece o cantitate mai mica de extract este necesara pentru obtinerea inhibitiei
de 50%.

Continutul de taninuri a fost determinat prin metoda leucocianidinelor (metoda
LA) (Onache si colab., 2022). Metoda se bazeaza pe proprietatea unor taninuri de a se
transforma, in conditii de temperatura ridicata si mediu puternic acid, in compusi de tip
antocianidinic, in principal cianidina, care prezinta o coloratie rosie. Intensitatea culorii
formate este proportionala cu concentratia taninurilor din proba si este evaluata
spectrofotometric.

Continutul total de taninuri condensate a fost determinat prin metoda vanilinei
(Radulescu si colab., 2024). Metoda se bazeaza pe reactia dintre vanilina si flavanoli,
inclusiv. monomeri si oligomeri de tip flavan-3-ol, in mediu acid. Reactia conduce la
formarea unui compus colorat rosu, a carui intensitate este proportionala cu
concentratia taninurilor condensate din proba.

Metoda leucocianidinelor si metoda vanilinei nu sunt echivalente si nu determina
exact aceeasi fractie de taninuri. Metoda LA estimeaza taninurile capabile sa formeze
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compusi antocianidinici in conditii puternic acide si la temperatura ridicata, in timp ce
metoda vanilinei este orientata in special catre flavanoli si taninuri condensate cu unitati
reactive de tip flavan-3-ol.
11.4. Rezultate si discutii
Caracterizarea extractelor de tescovina obtinute prin metoda optimizata

a. Continut in glucide solubile totale

Tescovina de struguri contine glucide reziduale in cantitate de 15-60% raportat la

substanta uscata, desi cantitatile variaza foarte mult in functie de soiul de struguri, sol
si procesele de vinificatie. Acestea sunt reprezentate de glucide simple (cum ar fi
glucoza si fructoza reziduald) si polizaharide structurale complexe (in principal fibre
alimentare, celuloza si pectina) (Blasi si colab., 2024).
Glucanii (8,04-12,7%) constituie principalele glucide structurale, urmate de xilan, in timp
ce glucidele totale solubile au fost intre 7,79 si 108 g/kg, fiind cunoscut faptul ca
strugurii au un continut de zahar destul de ridicat. Glucidele prezente in cantitate mare
in tescovina sunt glucoza si fructoza. Antonic si colab. (2020) au raportat ca glucoza a
variat intre 0,21 si 26,34 g/100 g, iar fructoza intre 0,38 si 8,91 g/100 g.

Analiza continutului in glucide solubile totale in probele de tescovina din soiurile
selectate pentru acest studiu a indicat un continut mediu mai mare in tescovina din
soiurile de struguri albi (15,91 g%) in raport cu cea din struguri rosii (1,79 g%). Pentru
tescovina alba au fost determinate valori cuprinse intre 13,87 g% (soiul Riesling) si 17,39
g% (soiul Muscat Ottonel), in timp ce dintre soiurile de struguri rosii analizate, valoarea
cea mai mare a fost determinata in tescovina provenita din soiul Cabernet Sauvignon
(2,34 g%) (tabel11.1).

Tabel 11.1. Continutul in glucide in probele de tescovina

Varietati de tescovina Glucide solubile totale
(g%)

Feteasca alba 16,47

Riesling 13,87

Muscat Ottonel 17,39

Feteasca Neagra 1,24

Cabernet Sauvignon 2,34

Rezultatele obtinute in acest studiu sunt in concordanta cu date din literatura,
care arata ca tipurile de tescovina alba si rosie difera in principal prin cantitatile de
glucide solubile si fibre alimentare, datorita procesului diferit de vinificatie. Tescovina
alba este bogata in glucide simple (glucoza si fructoza), inregistrand pana la 25%-77% din
substanta uscata, deoarece sucul de struguri este presat inainte de fermentare, lasand
aceste zaharuri in subprodusele solide rezultate. In schimb, tescovina rosie are un
continut foarte scazut de zahar (de obicei 1,3%-2,5% din substanta uscata), deoarece
intreaga masa de struguri zdrobita fermenteaza cu drojdie, care consuma in mod natural
majoritatea zaharurilor. Pe de alta parte, tescovina rosie contine semnificativ mai multe
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fibre alimentare insolubile (celuloza si hemiceluloza) si polizaharide structurale
complexe datorita timpului de contact mai lung cu pielitele si semintele in timpul
procesului de macerare si fermentare (Jin si colab., 2019).

b. Evaluarea activitatii antioxidante

Cercetari recente s-au concentrat pe evaluarea proprietatilor functionale ale
tescovinei derivate din diverse soiuri de struguri, in special a capacitatii sale
antioxidante si a activitatilor biologice.

Testele in vitro, cum ar fi DPPH, ABTS, FRAP si ORAC au demonstrat in mod
constant potentialul antioxidant puternic al extractelor de tescovina (Canadas si colab.,
2023; Radulescu si colab., 2024). In plus, modelele biologice au elucidat in continuare
efectele antiinflamatorii si protectoare ale acestor extracte (Bocsan si colab., 2022;
Calabriso si colab., 2022; Chedea si colab., 2022).

Activitatea antioxidanta a extractelor de tescovina este atribuita in principal
continutului de polifenoli totali, de antociani si flavonoide (Jin si colab., 2019;
Karastergiou si colab., 2025).

Tabelul 11.2 prezinta activitatile antioxidante determinate la probele de
tescovina analizate, alaturi de continutul in polifenoli totali analizati in studiile
anterioare la aceleasi probe. Analiza datelor obtinute indica cea mai mare activitate
antioxidanta la soiul Feteasca Neagra (evaluata prin ambele metode), care a inregistrat
si cel mai mare continut de polifenoli, confirmand corelatia dintre cei doi parametri.

Tabel 11.2. Activitatea antioxidanta a tescovinelor testate

Varietati de Polifenoli ECso ICs0
tescovina (mg GAE/g) (mg/g) - DPPH (mg/g) - ABTS
Feteasca alba 27,89 + 1,05 12,60 4,29
Riesling 33,27 £ 1,76 5,70 2,86
Muscat Ottonel 24,95 + 0,37 7,20 1,33
Feteasca Neagra 47,51 £ 1,07 3,30 1,20
Cabernet Sauvignon 32,51+ 0,87 15,45 7,46

Prin metoda DPPH, extractul de Feteasca Neagra a prezentat cea mai mica valoare
ECso, de 3,3 mg/g, ceea ce indica cea mai mare capacitate de neutralizare a radicalului
DPPH dintre soiurile analizate. Activitatea antioxidanta a fost urmata de cea a
extractelor de Riesling, Muscat Ottonel, Cabernet Sauvignon si Feteasca Alba.

Rezultatele obtinute prin metoda ABTS au evidentiat aceeasi superioritate a
soiului Feteasca Neagra, care a prezentat cea mai mica valoare I1Cs,, de 1,2 mg/g. Muscat
Ottonel a ocupat a doua pozitie, cu 1,33 mg/g, urmat de Riesling, Feteasca Alba si
Cabernet Sauvignon. Aceasta distributie confirma faptul ca Feteasca Neagra are cea mai
ridicata activitate antioxidanta in conditiile experimentale utilizate, indiferent de
metoda aplicata.
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Dintre soiurile de struguri albi se remarca Rieslingul, care a prezentat o activitate
antioxidanta ridicata prin metoda DPPH, cu o valoare ECs, de 5,7 mg/g, precum si un
continut relativ ridicat de polifenoli, de 33,27 + 1,76 mg GAE/g. Prin metoda ABTS,
Muscat Ottonel s-a remarcat prin cea mai mica valoare ICs, dintre soiurile albe, de 1,33
mg/g, desi a prezentat cel mai redus continut total de polifenoli. Acest rezultat arata
ca activitatea antioxidanta nu este determinata exclusiv de cantitatea totala de
polifenoli, ci si de natura si reactivitatea compusilor individuali.

Rezultatele obtinute pentru Muscat Ottonel sunt relevante deoarece acest soi a
prezentat cel mai mic continut de polifenoli, de 24,95 + 0,37 mg GAE/g, dar o activitate
ABTS mai mare decat Feteasca Alba si Riesling. Aceasta situatie poate fi explicata prin
prezenta unor compusi fenolici cu activitate antioxidanta ridicata, chiar daca acestia
contribuie mai putin la continutul total determinat prin metoda Folin-Ciocalteu. De
asemenea, este posibil ca metoda ABTS sa fie mai sensibila la anumite clase de compusi
prezenti in extractul de Muscat Ottonel (Bordt si colab., 2022).

Cabernet Sauvignon a prezentat un continut de polifenoli de 32,51 + 0,87 mg
GAE/g, apropiat de cel al soiului Riesling, dar activitatea antioxidanta a fost mai redusa
prin ambele metode. Valoarea EC;, DPPH a fost de 15,45 mg/g, iar valoarea ICs, ABTS a
fost de 7,46 mg/g. Diferenta dintre Cabernet Sauvignon si Riesling sugereaza ca un
continut similar de polifenoli totali nu implica in mod obligatoriu o activitate
antioxidanta similara. Compozitia calitativa a fractiei fenolice, proportia flavonoidelor,
antocianinelor, taninurilor si acizilor fenolici poate avea un rol mai important decat
cantitatea totala de polifenoli (Xu si colab., 2015).

Studii anterioare sunt in concordanta cu aceste rezultate, raportand faptul ca
tescovina de struguri rosii a prezentat valori ridicate ale compusilor fenolici totali, ale
flavonoizilor totali si ale antocianinelor, precum si cea mai mica valoare ECs, dintre
probele analizate, ceea ce indica o activitate antioxidanta ridicata (lora si colab., 2015).
Cu toate acestea, rezultatele obtinute in experimentul de fata pentru Cabernet
Sauvignon nu au evidentiat cea mai mare activitate antioxidanta, ceea ce poate fi
explicat prin diferentele dintre soiuri, conditiile de cultivare, tehnologia de vinificatie si
metoda de extractie (lora si colab., 2015; Moutinho si colab., 2023; Prata si colab, 2025).

Guardianelli si colab. (2025) au evidentiat, de asemenea, diferente importante
intre soiurile de struguri in ceea ce priveste continutul de polifenoli si activitatea
antioxidanta, extractul de Cabernet prezentand valori mai reduse decat extractul de
Isabella in conditiile analizate. Aceste observatii sustin importanta originii varietale in
determinarea potentialului antioxidant al tescovinei si arata ca raspunsul antioxidant
poate varia semnificativ chiar si intre soiuri utilizate pentru vinificatie.

Rezultatele obtinute pentru Feteasca Neagra sunt sustinute de cercetarile
realizate pe soiuri romanesti. Grosu si colab. (2024) au raportat o activitate antioxidanta
mai mare pentru extractele provenite din Feteasca Neagra decat pentru cele obtinute
din Tamaioasa Romaneasca, in special in cazul tescovinei integrale si al semintelor.
Aceasta observatie este concordanta cu rezultatele prezente, deoarece Feteasca Neagra
a prezentat simultan cel mai mare continut de polifenoli, cea mai mica valoare ECs,
DPPH si cea mai mica valoare ICs, ABTS.
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Aceste rezultate identifica aceste soiuri ca fiind deosebit de promitatoare pentru
explorare si valorificare ulterioara.
c. Continutul in taninuri

Continutul de taninuri determinat prin metoda leucocianidinelor a variat
considerabil intre soiurile analizate, de la 36,27 mg/g pentru Riesling pana la 564,02
mg/g pentru Feteasca Neagra (Tabel 3). Aceste diferente evidentiaza influenta soiului
asupra acumularii taninurilor si sugereaza ca apartenenta la grupa soiurilor rosii sau albe
nu explica singura variatia observata (Guaita si Bosso, 2019; Kammerer si colab., 2004).

Tabel 11.3. Continutul in taninuri tescovinelor testate

Varietati de tescovina Taninuri Taninuri condensate
(mg/g) (mg/g)
Feteasca alba 103,62 + 2,12 39,12 £ 0,15
Riesling 36,27 + 1,1 35,06 + 1,21
Muscat Ottonel 107,23 + 2,01 47,04 + 1,13
Feteasca Neagra 564,02 + 10,04 92,02 + 1,56
Cabernet Sauvignon 315,59 + 3,14 39,83 + 0,09

Valoarea ridicata obtinuta pentru Feteasca Neagra, de 564,02 mg/g (Tabel 3),
indica o acumulare importanta de compusi capabili sa formeze produsi colorati de tip
cianidinic in conditiile acide si termice ale metodei LA. Aceasta tendinta este in
concordanta cu rezultatele raportate pentru soiurile rosii romanesti, care au prezentat
un continut fenolic ridicat si o activitate antioxidanta mai mare decat soiurile albe
(Radulescu si colab., 2024). Totusi, in studiul respectiv, Feteasca Alba si Feteasca Neagra
au fost descrise ca fiind relativ apropiate in anumite caracteristici fitochimice, ceea ce
arata ca diferentele dintre soiuri pot fi mai importante decat simpla separare intre
struguri rosii si albi.

Compararea cu rezultatele obtinute de Onache si colab. (2022), utilizand metoda
leucocianidinelor, arata ca valorile din experimentul de fata se incadreaza partial in
intervalele raportate pentru tescovina. In studiul mentionat, continutul de taninuri a
variat intre 178,70 si 448,15 mg/g, cu valori ridicate pentru Muscat Ottonel si Tamaioasa
Romaneasca. Prin comparatie, valoarea obtinuta pentru Muscat Ottonel in experimentul
de fata, 107,23 mg/g, este mai redusa, iar valoarea pentru Feteasca Neagra, 564,02
mg/g, este usor superioara intervalului raportat.

Feteasca Alba a prezentat un continut de taninuri de 103,62 mg/g (Tabel 3), in
timp ce Riesling a avut cea mai mica valoare, de 36,27 mg/g. Diferenta dintre aceste
doua soiuri albe indica faptul ca tescovina provenita din struguri albi nu trebuie
considerata uniform saraca in taninuri. Intr-un studiu asupra mai multor soiuri albe si
rosii, Onache si colab. (2022) au observat ca unele tescovine albe pot reprezenta surse
importante de taninuri, in timp ce tescovinele rosii se remarca mai ales prin continutul
de antociani. Prin urmare, valoarea ridicata a Muscat Ottonel fata de Riesling este
compatibila cu variabilitatea descrisa in literatura de specialitate.
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Continutul total de taninuri condensate determinat prin metoda vanilinei a variat
intre 35,06 mg/g pentru Riesling si 92,02 mg/g pentru Feteasca Neagra (Tabel 3).
Rezultatele obtinute sunt partial concordante cu cele obtinute prin metoda LA, deoarece
Feteasca Neagra a prezentat cea mai mare valoare prin ambele metode, iar Riesling una
dintre cele mai mici valori. Concordanta pentru aceste doua soiuri sugereaza ca Feteasca
Neagra are o fractie importanta de compusi fenolici reactivi atat in conditiile metodei
LA, cat si in reactia cu vanilina.

Valoarea de 92,02 mg/g obtinuta pentru Feteasca Neagra prin metoda vanilinei
este superioara valorilor obtinute pentru celelalte soiuri (Tabel 3). Acest rezultat poate
fi asociat cu proportia mai mare de seminte si pielite bogate in flavan-3-oli si
proantocianidine. Studiile arata ca semintele de strugure sunt, in general, mai bogate in
taninuri condensate decat pielitele, iar diferentele dintre soiuri pot fi amplificate de
conditiile de vinificatie si de gradul de extractie (Guaita si colab., 2023).

Cabernet Sauvignon a prezentat 315,59 mg/g taninuri prin metoda LA si 39,83
mg/g taninuri condensate prin metoda vanilinei (Tabel 3). Rezultatul prin metoda
vanilinei este apropiat de valorile obtinute pentru Feteasca Alba si Riesling si nu pare
neobisnuit, avand in vedere ca acest soi a avut un continut de polifenoli totali mai mic
decat Feteasca Neagra (Tabel 2). In schimb, valoarea LA este mult mai mare decat
valoarea obtinuta prin vanilina, ceea ce poate fi explicat prin faptul ca cele doua metode
nu determina aceeasi fractie de compusi. Metoda LA cuantifica substantele capabile sa
formeze produsi de tip cianidinic in conditii acide si la temperatura ridicata, in timp ce
metoda vanilinei raspunde in special la flavanoli si la unitatile reactive de tip flavan-3-
ol.

Diferenta dintre metode este evidenta si pentru Muscat Ottonel, care a prezentat
107,23 mg/g prin metoda LA si 47,04 mg/g prin metoda vanilinei (Tabel 3). In cazul
tescovinei de Feteasca Neagra, diferenta a fost mai pronuntata, respectiv 564,02 mg/g
comparativ cu 92,02 mg/g. Aceste rezultate nu trebuie interpretate ca o contradictie,
deoarece metoda LA si metoda vanilinei au selectivitati diferite si pot raspunde diferit
la structura, gradul de polimerizare si reactivitatea taninurilor. Diferente importante
intre continutul de taninuri reactive la vanilina si continutul de proantocianidine au fost
observate si intre soiuri, pielite si seminte in studiile asupra tescovinei de struguri
(Guaita si Bosso, 2019).

In ansamblu, Feteasca Neagra se evidentiaza ca soiul cu cel mai mare potential
pentru acumularea de taninuri si taninuri condensate, deoarece a prezentat cele mai
mari valori prin ambele metode. Muscat Ottonel si Feteasca Alba au prezentat valori
intermediare prin metoda LA, in timp ce Riesling a avut cele mai mici valori. Rezultatele
indica faptul ca soiul, proportia de seminte si pielite si conditiile de vinificatie au avut
probabil o influenta mai importanta asupra continutului de taninuri decat simpla
clasificare a tescovinelor in rosii si albe.

Determinarea taninurilor si a taninurilor condensate permite evaluarea
potentialului bioactiv, antioxidant si de valorificare a tescovinelor ca sursa de
ingrediente functionale, deoarece acesti compusi contribuie la capacitatea antioxidanta
si la proprietatile astringente ale extractelor (Xu si colab., 2016; Guaita si colab., 2023).
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Analiza lor este utila si pentru compararea soiurilor si optimizarea extractiei, intrucat
continutul de taninuri variaza in functie de soi, proportia de seminte si pielite si
tehnologia de vinificatie (Onache si colab., 2022).

11.5. Obtinerea prin ridicare la scara si caracterizarea extractelor de tescovina
rosie din soiul Cabernet Sauvignon
11.5.1. Stabilirea parametrilor de lucru

Extractia optimizata a compusilor polifenolici stabilita prin experimentele
anterioare, viza urmatorii parametrii de lucru pentru tescovina rosie raport solid:lichid
de 1:15 g/mL, temperatura de 55 °C, timp de 35 de minute, utilizand etanol 65% acidifiat
cu 0,1% HCL. Extractia s-a realizat printr-o metoda asistata de ultrasunete.

Inainte de realizarea extractiei la scara marita, au fost efectuate experimente
comparative pentru identificarea unei metode alternative de agitare, care sa permita
mentinerea unor rezultate comparabile cu cele obtinute prin extractia optimizata
asistata de ultrasunete (Tabel 11.4). Optimizarea metodei a urmarit nu numai obtinerea
unui continut ridicat de compusi polifenolici, ci si reducerea consumului de solvent si
utilizarea unei cantitati mai mari de tescovina, astfel incat procesul sa fie mai eficient
si mai usor de transferat catre volume de extractie mai mari. Pentru diferitele variante
de extractie s-a folosit tescovina provenita de la Cabernet Sauvignon.

Tabel 11,4. Continutul in polifenoli a variantelor de extractie

Variante de | Raport extractie | Etanol acidifiat Perioada Polifenoli
extractie (g/ml) cu 0,1% HCL (%) | extractie (min) (mg GAE/g)
us 1:15 65 35 32,51 + 0,87
AG1 1:15 65 35 31,53 0,72
AG2 1:10 65 35 31,48 + 0,64
AG3 1:5 65 35 17,94 + 0,58
AG4 1:5 60 50 18,79 + 0,51
AG5 1:5 55 60 22,69 + 0,65
AG6 1:5 50 75 19,40 + 0,57
AG7 1:5 40 75 21,48 + 0,59
AG8 1:5 40 90 23,15+ 0,63

*US-ultrasonicare, AG-agitare

Compararea probelor US si AG1, obtinute la aceiasi parametri de extractie,
evidentiaza o buna concordanta intre extractia asistata de ultrasunete si extractia prin
agitare. Continutul de polifenoli a fost de 32,51 + 0,87 mg GAE/g pentru US si de 31,53
+ 0,72 mg GAE/g pentru AG1, diferenta fiind de numai 0,98 mg GAE/g, respectiv
aproximativ 3%. Acest rezultat indica faptul ca agitarea poate constitui o alternativa
eficienta la ultrasunete, cu rezultate comparabile in conditiile utilizate.

Concordanta dintre US si AG1 este importanta pentru transferul procesului catre
volume mai mari, deoarece agitarea este mai usor de aplicat in vase de extractie cu
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volum crescut. Diferentele dintre randamentele de extractie obtinute prin metode
diferite pot fi influentate de transferul de masa, de gradul de contact dintre solvent si
matricea vegetala si de caracteristicile soiului (Guaita si Bosso, 2019; Guaita si colab.,
2023).

In cadrul variantelor realizate prin agitare, AG1, AG2 si AG3 au fost comparate
pentru evaluarea influentei raportului solid:lichid. La raportul 1:15 g/mL, AG1 a
prezentat un continut de 31,53 + 0,72 mg GAE/g, iar reducerea volumului de solvent la
raportul 1:10 g/mL, in cazul AG2, a condus la o valoare foarte apropiata, de 31,48 + 0,64
mg GAE/g. Aceasta diferenta minima indica faptul ca reducerea raportului de extractie
de la 1:15 la 1:10 nu a afectat semnificativ recuperarea polifenolilor.

In schimb, reducerea suplimentara a volumului de solvent la raportul 1:5 g/mL, in
cazul AG3, a determinat scaderea continutului de polifenoli la 17,94 + 0,58 mg GAE/g,
cu aproximativ 43% fata de AG1 si AG2. Rezultatul sugereaza ca raportul 1:5 nu a asigurat
un contact suficient intre solvent si matricea de tescovina sau o solubilizare eficienta a
compusilor fenolici. Influenta raportului solid:lichid asupra randamentului extractiei este
raportata si in literatura de specialitate, unde modificarea volumului de solvent poate
determina diferente importante in recuperarea polifenolilor din tescovina (Onache si
colab., 2022; Guaita si colab., 2023).

Prin urmare, raportul 1:10 g/mL a fost selectat ca varianta optima pentru
extractia prin agitare, deoarece a permis obtinerea unui continut de polifenoli
comparabil cu cel obtinut la raportul 1:15, utilizand insa un volum mai redus de solvent
si permitand procesarea unei cantitati mai mari de tescovina.

Influenta concentratiei etanolului si a perioadei de extractie a fost analizata
concomitent pentru variantele AG3- AG8, toate realizate la raportul de extractie 1:5
g/mL. In aceasta serie, concentratia etanolului a fost redusa progresiv de la 65% la 40%,
iar timpul de extractie a fost prelunglt de la 35 la 90 de minute. La 65% etanol si 35 de
minute, AG3 a prezentat un continut de 17,94 + 0,58 mg GAE/g, iar reducerea
concentratiei la 60%, concomitent cu prelungirea timpului la 50 de minute, a determinat
o crestere redusa, pana la 18,79 + 0,51 mg GAE/g.

O crestere mai evidenta a fost observata pentru AG5, realizata cu etanol 55% si
timp de extractie de 60 de minute, care a prezentat 22,69 + 0,65 mg GAE/g. in cazul
AG6, reducerea concentratiei etanolului la 50% si prelungirea timpului la 75 de minute
nu au condus la o crestere suplimentara, valoarea obtinuta fiind de 19,40 + 0,57 mg
GAE/g. Acest rezultat arata ca relatia dintre concentratia solventului si durata extractiei
nu este strict liniara si ca eficienta procesului depinde de interactiunea dintre
polaritatea solventului, timpul de contact si caracteristicile matricei vegetale.

Cele mai bune rezultate din aceasta serie au fost obtinute cu etanol 40%. AG7,
realizata timp de 75 de minute, a prezentat 21,48 + 0,59 mg GAE/g, iar prelungirea
timpului la 90 de minute, in cazul AG8, a crescut continutul de polifenoli la 23,15 + 0,63
mg GAE/g. Prin urmare, reducerea concentratiei etanolului la 40%, asociata cu
prelungirea extractiei la 90 de minute, a reprezentat cea mai eficienta combinatie dintre
variantele AG3-AG8.
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Utilizarea unui solvent hidroalcoolic mai diluat si prelungirea timpului de extractie
pot favoriza recuperarea unor compusi fenolici cu polaritate diferita, in timp ce un timp
mai lung permite desfasurarea progresiva a proceselor de difuzie si solubilizare.
Literatura confirma faptul ca randamentul extractiei polifenolilor din tescovina depinde
de interactiunea dintre concentratia solventului, timpul de extractie, raportul
solid:lichid si natura matricei vegetale (Onache si colab., 2022; Radulescu si colab.,
2024, Guaita si Bosso, 2019).

Rezultatele obtinute au permis selectarea parametrilor de lucru pentru
extractia prin agitare, si anume: raport de extractie 1:10 g/mL, solvent: etanol 40%
acidifiat cu 0,1% HCl, temperatura de 55 °C, timp de 90 de minute. Pentru varianta
optimizata continutul de polifenoli a fost de 37,5 + 1,26 mg GAE/g.

11.5.2. Evaluarea procesului de extractie la scard marita

Ridicarea la scara a fost realizata exclusiv pentru proba de tescovina de Cabernet
Sauvignon, utilizand doua volume de lucru. Primul experiment a fost efectuat la flacoane
de 100 ml, cu un volum util de 60 mL, iar al doilea la flacoane de 500 ml cu un volum
util de 300 mL. Succesiunea etapelor, conditiile de extractie optimizate, metoda de
agitare utilizata pentru ridicarea la scara si cele doua variante de volum sunt prezentate
in Figura 3.

Extractele obtinute la nivel de laborator si la cele doua volume de lucru, respectiv
60 mL si 300 mL, au fost caracterizate din punct de vedere al continutului de polifenoli
totali, flavonoide totale si antociani si au fost comparate cu cele obtinute la
experimentele anterioare derulate la nivel de 10 ml (Tabel 5). Compararea acestor
parametri a permis evaluarea influentei cresterii volumului de extractie asupra
compozitiei fitochimice a extractului de tescovina de Cabernet Sauvignon.

Rezultatele indica o diminuare progresiva a continutului compusilor bioactivi
odata cu cresterea volumului de extractie. Polifenolii totali au prezentat cea mai redusa
scadere relativa, de aproximativ 5% la volumul intermediar de 60ml si 9,5% la volumul
de 300ml (Tabel 11.5), ceea ce sugereaza mentinerea unei eficiente generale relativ
bune a procesului de extractie.

Tabel 11.5. Continutul in polifenoli a variantelor de extractie

Tescovina Cabernet Polifenoli Antociani Flavonoide
Sauvignon (mg GAE/g) (mg/g) (mg/g)

10ml 37,5+ 1,26 21,50 + 1,61 1,60 + 0,09

60ml 35,63 +1,2 19,00 + 1,42 1,30 + 0,07

300ml 33,92 + 1,14 16,50 + 1,23 1,02 + 0,06
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Reducerea moderata a polifenolilor totali indica faptul ca procesul de ridicare la
scara nu a compromis complet transferul compusilor fenolici din matrice in solvent.
Totusi, cresterea volumului poate modifica omogenizarea sistemului, circulatia
solventului si contactul dintre particulele de tescovina si faza lichida, ceea ce explica
diminuarea progresiva a randamentului.

Flavonoidele au prezentat o scadere mai accentuata decat polifenolii totali, de
aproximativ 11,6% la volumul intermediar si 23,3% la volumul cel mai mare, comparativ
cu nivelul de laborator (Tabel 11.5). Aceasta tendinta sugereaza ca fractia flavonoidica
a fost mai sensibila la modificarea conditiilor de procesare decat continutul fenolic total.
Reducerea poate fi asociata cu o extractie mai putin uniforma si cu o expunere mai
indelungata la agitare, care poate favoriza degradarea unor compusi flavonoidici (Chaves
si colab., 2020).
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Antocianii au prezentat cea mai pronuntata diminuare, pierderea relativa
ajungand la aproximativ 18,8% pentru volumul intermediar de 60ml si 36,3% pentru
volumul de 300ml (Tabel11. 5). Sensibilitatea mai ridicata a acestei clase de compusi
este in concordanta cu literatura, care indica faptul ca antocianii pot atinge rapid un
platou de extractie, iar prelungirea tratamentului nu conduce neaparat la o recuperare
suplimentara. in anumite conditii, timpul extins de extractie si incalzirea prelungita pot
favoriza degradarea antocianilor (Dranca si Oroian, 2019; Pani¢ si colab., 2024).

11.5.3. Bilantul material al procesului de extractie la 300ml

Dupa caracterizarea extractelor obtinute la nivel de laborator si prin ridicarea
succesiva la 60 ml si 300 ml, etapa urmatoare a urmarit evaluarea bilantului material al
procesului la volumul de 300 ml, realizat intr-un incubator cu agitare Heidolph 1000
(Figura 11.4).

Figura 11.4. Realizarea extractiilor la flacoane de 500 ml,
cu volum util de 300 ml

In acest scop, au fost inregistrate diverse date ce permit aprecierea

randamentului practic al extractiei si identificarea pierderilor de material asociate
etapelor de amestecare, filtrare si recuperare a extractului (Figura 11.5).
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Volum solvent:

14400 ml

Voium Etanol ahsolut:

5760 mi

Tescovina utilizata:

1440 g

Tescovina reziduala:

~2120 g

Volum extract obtinut:

~12515 ml

Figura 11.5. Bilantul material al extractiei la scara marita

Aproximativ 86,91% din volumul initial de solvent a fost recuperat sub forma de
extract (Figura 11.5). Diferenta reprezentand aproximativ 13,09% din volumul initial,
poate fi atribuita solventului retinut in tescovina reziduala, pierderilor din timpul filtrarii
si transferului, precum si evaporarii partiale sau variatiilor de volum determinate de
temperatura procesului.

11.6. Valorificarea tescovinei reziduale

Tescovina reziduala umeda (Figura 11.7) obtinuta dupa separarea extractului a
fost directionata catre compostare, transformand un flux secundar al procesului intr-o
resursa valorificabila.
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In acest sens, cca 1670g tescovind reziduald a fost adaugatd in aparat de
compostare Oklin GG02 (Figura 6), impreuna cu 200g starter (compost provenit din
compostari anterioare din cirese, dovleac, pepene galben si banane).

L

.

-1.670g  200g

TESCOVINA STARTER

REZIDUALA \ GGOZ @

\ COMPOSTING MACHINE

e —> ADAUGATE IN APARAT J

Temp. interna:

55-70°C
m Rotatii pale:

X~ automate

@a Ventilator:
&2 continuu

. Durata:
162 ore

REZULTAT:

Compost nutritiv
e

Figura 11.6. Compostarea tescovinei reziduale

in final, dupa compostare, s-au obtinut cca 650g compost (Figura 11.7), ceea ce a
insemnat o reducere a amestecului tescovina + starter de 71,7%.
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Figura 11.7. Tescovina reziduala (stanga) si compost din tescovina (dreapta)

Aceasta abordare de valorificare a tescovinei reziduale se inscrie in principiile
bioeconomiei circulare, prin care subprodusele agroalimentare sunt reintegrate in
ciclurile biologice si utilizate pentru obtinerea unor produse sau servicii cu valoare
adaugata, in loc sa fie eliminate ca deseuri. Compostarea contribuie astfel la reducerea
cantitatii de reziduuri generate, la recuperarea materiei organice si la diminuarea
consumului de resurse externe, completand procesul de valorificare a tescovinei prin
utilizarea succesiva a fractiei lichide pentru obtinerea compusilor bioactivi si a fractiei
solide pentru producerea compostului (Constantin si colab., 2024).

Utilizarea directa a tescovinei reziduale ca amendament organic poate fi limitata
de compozitia sa, de gradul de biodegradabilitate al materiei organice, de echilibrul
raportului C/N si de prezenta polifenolilor reziduali. Aplicarea tescovinei netratate poate
induce efecte fitotoxice asupra plantelor, deoarece anumiti compusi fenolici pot inhiba
germinarea si dezvoltarea radacinilor (Dominguez et al., 2016). Prin urmare,
compostarea reprezinta o etapa de stabilizare biologica prin care compusii usor
biodegradabili sunt transformati, iar materialul rezidual poate dobandi caracteristici mai
favorabile pentru utilizarea agronomica. Studiile asupra compostarii tescovinei au
evidentiat obtinerea unor materiale mature si stabile, cu potential de utilizare ca
amendamente organice pentru sol (Pinto et al., 2023).

In cazul tescovinei rezultate dupa extractia compusilor polifenolici, compostarea
permite valorificarea in cascada a biomasei. Astfel, fractia lichida este utilizata initial
pentru recuperarea compusilor bioactivi, iar biomasa solida epuizata este ulterior
transformata prin compostare intr-un material organic stabil, in loc sa fie eliminata ca
deseu. Aplicarea succesiva a extractiei si compostarii a fost propusa ca strategie
integrata pentru valorificarea tescovinei, fara compromiterea procesului de compostare
si cu imbunatatirea stabilitatii materialului final (Perra et al., 2022). Aceasta abordare
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contribuie la reducerea fluxului rezidual si la recuperarea materiei organice, fiind in
concordanta cu principiile bioeconomiei circulare si ale utilizarii eficiente a resurselor.

11.7. Concluzii

Pe langa abordarea provocarilor legate de gestionarea deseurilor, recuperarea
compusilor bioactivi din tescovina ofera un potential semnificativ pentru dezvoltarea de
extracte de inalta valoare, bogate in compusi bioactivi, cu potentiale aplicatii in diferite
industrii.

Analiza continutului de glucide solubile a indicat o valoare medie de 9 ori mai
mare in tescovina provenita din struguri albi comparativ cu cea din struguri rosii, fapt
explicabil prin diferentele in ceea ce priveste procesul de obtinere a vinului din cele
doua tipuri de struguri. Dintre soiurile de tescovina analizate in acest studiu s-a remarcat
soiul Muscat Ottonel de struguri albi ca avand cel mai mare continut de glucide solubile
reziduale.

In ceea ce priveste activitatea antioxidanta, s-a remarcat tescovina de Feteasca
neagra, prin ambele metode folosite. Activitatea antioxidanta a depins atat de
cantitatea totala de polifenoli, cat si de compozitia extractului.

Soiul si proportia de seminte si pielite au influentat acumularea taninurilor si a
taninurilor condensate. in ansamblu, Feteasca Neagra se evidentiaza ca soiul cu cel mai
mare potential pentru acumularea de taninuri si taninuri condensate, deoarece a
prezentat cele mai mari valori prin ambele metode. Muscat Ottonel si Feteasca Alba au
prezentat valori intermediare prin metoda LA, in timp ce Riesling a avut cele mai mici
valori. Rezultatele indica faptul ca soiul, proportia de seminte si pielite si conditiile de
vinificatie au avut probabil o influenta mai importanta asupra continutului de taninuri
decat simpla clasificare a tescovinelor in rosii si albe.

Agitarea a reprezentat o alternativa adecvata la extractia asistata de ultrasunete
pentru transferul la scara marita, insa cresterea volumului a determinat o diminuare
progresiva, dar redusa a recuperarii compusilor bioactivi. Rezultatele indica o diminuare
progresiva a continutului compusilor bioactivi odata cu cresterea volumului de extractie.
Polifenolii totali au prezentat cea mai redusa scadere relativa, de aproximativ 5% la
volumul intermediar de 60ml si 9,5% la volumul de 300ml, ceea ce sugereaza mentinerea
unei eficiente generale relativ bune a procesului de extractie.

In ansamblu, compostarea tescovinei reziduale a redus semnificativ masa
amestecului si a transformat fractia solida epuizata intr-un compost valorificabil,
confirmand eficienta unei strategii integrate de recuperare a compusilor bioactivi si de
valorificare circulara a biomasei.

Rezultatele obtinute sunt importante pentru promovarea marilor cantitati de
tescovina de struguri ca subproduse care pot fi reutilizate in diferite industrii ca o
alternativa ieftina de obtinere a unor produse functionale noi.
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12. Extractia compusilor polifenolici din tescovina prin percolare
asistata de ultrasunete si valorificarea acestora in formularea de
biopesticide

12.1. Oportunitatea valorificarii tescovinei in contextul economiei circulare si al
agriculturii sustenabile

Tescovina, subprodus rezultat din procesarea strugurilor in industria vinicola,
reprezinta o sursa importanta de compusi bioactivi, in special polifenoli (flavonoide,
acizi fenolici, taninuri). Acesti compusi prezinta activitate antioxidanta, antimicrobiana
si potential pesticid natural, fiind de interes pentru dezvoltarea biopesticidelor
ecologice.

Utilizarea tescovinei de struguri in formularea biopesticidelor reprezinta o
oportunitate strategica ce raspunde provocarilor actuale de mediu si economice. Din
punct de vedere ecologic, acest proiect transforma un subprodus agricol masiv, care
adesea polueaza solul prin depozitare necontrolata din cauza aciditatii si a continutului
ridicat de fenoli, intr-o resursa valoroasa pentru agricultura ecologica. Valorificarea sa
reduce dependenta de pesticidele de sinteza, diminuand astfel fenomenul de rezistenta
a daunatorilor si acumularea de reziduuri toxice in lantul alimentar.

Din perspectiva tehnica, tescovina este un rezervor natural de molecule bioactive
(resveratrol, quercitina, taninuri) care au evoluat natural pentru a proteja planta de
stresul biotic. Extractia acestora prin metode avansate, precum percolarea asistata de
ultrasunete, permite obtinerea unor extracte concentrate cu stabilitate ridicata si
spectru larg de actiune (antifungic, insecticid si bactericid).

Sub aspect economic, materia prima este extrem de ieftina si disponibila in
cantitati industriale in regiunile viticole, oferind un avantaj competitiv major in
productia de inputuri agricole sustenabile. Astfel, proiectul nu doar ca optimizeaza
gestionarea deseurilor in industria vinicola, dar propune si o solutie de tip economie
circulara, transformand un cost de eliminare intr-o sursa de profit, sprijinind in acelasi
timp tranzitia catre o agricultura "verde" si sigura pentru sanatatea umana.

Metodele conventionale de extractie sunt adesea consumatoare de timp, solvent
si energie. Utilizarea ultrasunetelor in procesul de extractie poate creste eficienta prin
fenomenul de cavitatie acustica, care determina ruperea peretilor celulari si cresterea
transferului de masa.

Scopul studiului este optimizarea extractiei polifenolilor din tescovina prin percolare
asistata ultrasonic si evaluarea potentialului extractului obtinut ca biopesticid.

12.2. Obiectiv general

Obiectivul general consta in dezvoltarea, optimizarea si caracterizarea avansata
a unor extracte bioactive obtinute din subproduse viticole (tescovina), prin
implementarea unei metodologii inovatoare de percolare asistata de ultrasunete (UAE).
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Cercetarea vizeaza transformarea unei matrice lignocelulozice reziduale intr-un produs
cu dubla functionalitate — biopesticid si biofertilizant — integrabil in sistemele de
agricultura sustenabila si economie circulara.
12.3. Directii strategice si obiective specifice
Pentru atingerea obiectivului general, cercetarea este structurata pe trei piloni
fundamentali care vizeaza eficienta transferului de masa, stabilitatea chimica si
performanta biologica a extractelor.
12.3.1. Optimizarea procesului de extractie prin percolare asistatd de ultrasunete
Principalul focus tehnic consta in exploatarea fenomenului de cavitatie acustica
pentru a maximiza randamentul de extractie a compusilor termolabili. Se urmareste
determinarea parametrilor cinetici optimi prin variatia controlata a urmatoarelor
variabile:

v" Intensitatea campului ultrasonic: Stabilirea pragului de cavitatie necesar pentru
distruptia peretelui celular al exocarpului si semintelor de struguri, fara degradarea
structurii stilbenilor si flavonoidelor.

v" Dinamica solventului in regim de percolare: Analiza influentei debitului de solvent si
a raportului solid-lichid asupra gradientului de concentratie, asigurand o epuizare
superioara a matricei vegetale comparativ cu metodele conventionale.

v' Temperatura si timpul de contact: Minimizarea consumului energetic si prevenirea
oxidarii polifenolilor prin mentinerea unui regim termic moderat ($30-455°C).

12.3.2. Caracterizarea fitochimica si profilarea bioactiva

Obiectivul vizeaza analiza calitativa si cantitativa a ,,amprentei” polifenolice. Aceasta

etapa utilizeaza tehnici analitice pentru:

v' Cuantificarea fractiilor polifenolice: Determinarea concentratiei de polifenoli totali
(TPC), flavonoide totale (TFC) si taninuri condensate.

v' Identificarea elictorilor cheie: Monitorizarea prezentei resveratrolului si a acizilor
fenolici (galic, ferulic), compusi cu rol determinant in inducerea rezistentei sistemice
a plantelor.

v Evaluarea capacitatii antioxidante: Determinarea potentialului de captare a
radicalilor liberi, indicator direct al stabilitatii extractului in conditii de expunere la
radiatii UV post-aplicare.

12.3.3. Evaluarea potentialului dual: bioprotectie si biostimulare
Ultima etapa a obiectivului general presupune fundamentarea teoretica si experimentala

a aplicabilitatii extractului in fitotehnie:

v" Functia biopesticida: Analiza mecanismelor prin care complexul de proantocianidine
si flavonoli exercita presiune selectiva asupra fungilor fitopatogeni (ex. Botrytis
cinerea) si daunatorilor entomologici, prin inhibarea enzimatica si perturbarea
integritatii membranare.

v Functia biofertilizanta: Investigarea rolului extractului in facilitarea absorbtiei
nutrientilor minerali si stimularea metabolismului azotului. Se urmareste
demonstrarea capacitatii produsului de a actiona ca biostimulator al cresterii
vegetative, imbunatatind vigoarea plantelor si rezilienta acestora la stresul abiotic.
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12.3.4. Evaluarea impactului

Prin realizarea acestui obiectiv, lucrarea propune o solutie tehnologica de tip
"zero deseuri”, demonstrand ca percolarea asistata de ultrasunete reprezinta o metoda
superioara de valorificare a tescovinei, ca subprodus. Rezultatul final este un prototip
de extract, capabil sa substituie partial pesticidele de sinteza, reducand amprenta
chimica asupra agroecosistemelor si promovand sanatatea solului prin aportul de materie
organica bioactiva.

12.4. Profilul fitochimic al tescovinei asociat potentialul biopesticid al compusilor
polifenolici

Tescovina de struguri reprezinta o sursa complexa de metaboliti secundari, in
special compusi polifenolici, care sunt sintetizati de vita-de-vie ca mecanism de aparare
impotriva stresului abiotic si a agentilor patogeni (fungi, bacterii, insecte). In contextul
formularii de biopesticide, interesul se concentreaza asupra urmatoarelor clase de
compusi:

Flavonoidele: Quercitina si Kaempferolul
Flavonoidele sunt cei mai abundenti polifenoli din tescovina. Dintre acestia, flavonolii
(quercitina) si flavan-3-olii (catechina, epicatechina) joaca un rol crucial:

. Mecanism de actiune: Acesti compusi pot inhiba enzimele digestive ale insectelor
si pot perturba procesul de hranire.

. Activitate antifungica: Quercitina demonstreaza capacitatea de a altera
integritatea membranei celulare a fungilor fitopatogeni, precum Botrytis cinerea.

Pe langa rolul lor antioxidant binecunoscut, quercitina si kaempferolul actioneaza
ca veritabile bariere chimice impotriva stresului biotic. La nivel molecular, acesti
flavonoli intervin in metabolismul energetic al daunatorilor prin inhibarea fosforilarii
oxidative, proces care priveaza insectele de energia necesara supravietuirii. Mai mult,
prezenta lor in formularile de biopesticide induce o stare de stres oxidativ in celulele
patogene, generand specii reactive de oxigen (ROS) care degradeaza proteinele si acizii
nucleici ai fungilor.

Efectul de perturbare al procesului de hranire mentionat anterior este completat
de capacitatea acestor molecule de a complexa metalele esentiale din dieta insectelor,
facandu-le indisponibile pentru procesele fiziologice normale. In ceea ce priveste
activitatea antifungica, s-a observat ca quercitina nu doar distruge membrana celulara,
ci interfereaza si cu sinteza de ergosterol, o componenta vitala a peretelui celular
fungic, similar modului de actiune al multor fungicide de sinteza moderne. Aceasta dubla
actiune — perturbarea nutritiei insectelor si distrugerea structurala a fungilor —
transforma extractul de tescovina bogat in flavonoide intr-un agent de biocontrol
polivalent, capabil sa limiteze raspandirea coloniilor de Botrytis cinerea si a altor
patogeni virulenti fara a lasa reziduuri toxice pe culturi.

Fungicidele de sinteza conventionale, din clasa azolilor sunt extrem de eficiente
in agricultura intensiva, insa utilizarea lor ridica probleme majore legate de rezistenta
dobandita a patogenilor si toxicitatea reziduurilor. In acest context, flavonoidele precum
quercitina si kaempferolul ofera o alternativa sustenabila prin mecanisme de actiune
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distincte si complementare. In timp ce azolii tintesc o singura cale metabolica specifica,
flavonoidele din tescovina poate ataca patogenul pe mai multe fronturi simultan:
perturba integritatea membranei, blocheaza transportul de electroni in mitocondrii si
inhiba enzimele extracelulare. Acest mecanism multi-tinta face ca probabilitatea ca
fungii (precum Botrytis cinerea) sa dezvolte rezistenta mai mica comparativ cu produsele
de sinteza. Spre deosebire de fungicidele conventionale, care pot persista in sol si in
panza freatica luni de zile, flavonoidele sunt molecule organice care se degradeaza
natural, servind ulterior ca nutrienti pentru microbiota solului.
Stilbenii: resveratrolul

Resveratrolul este considerat o fitoalexina — o substanta produsa de planta special
ca raspuns la atacul patogen. Rolul in biopesticide: Este extrem de eficient in inhibarea
germinarii sporilor fungici. Concentratia sa in tescovina (mai ales in pielita) il face un
candidat ideal pentru extractele destinate combaterii manei sau fainarii.

Sinergie: Desi prezent in cantitati mai mici decat flavonoidele, resveratrolul actioneaza
sinergic cu acestea, potentand toxicitatea extractului total asupra daunatorilor, fara a
afecta fauna utila.

Resveratrolul ocupa un loc central in potentialul chimic al tescovinei, fiind
sintetizat de vita-de-vie prin calea fenilpropanoidelor ca raspuns direct la infectii fungice
sau radiatii UV. In formularile de biopesticide, acesta functioneaza ca un inhibitor
puternic al proceselor de transport electronic mitocondrial in celulele fungice, blocand
productia de ATP si, implicit, stopand elongarea hifelor si formarea coloniilor. Aceasta
capacitate de a "ingheta" dezvoltarea patogenului in stadii incipiente il face extrem de
valoros pentru controlul preventiv al manei (Plasmopara viticola) si al fainarii (Uncinula
necator). Eficacitatea sa este imbunatatita de fenomenul de sinergie biochimica: in
prezenta flavonoidelor (precum quercitina), permeabilitatea membranelor celulare ale
daunatorilor creste, permitand resveratrolului sa patrunda mai rapid in citoplasma. Mai
mult, spre deosebire de pesticidele sintetice care pot fi neurotoxice pentru albine sau
pradatori naturali, resveratrolul prezinta o selectivitate biologica remarcabila, fiind
degradat enzimatic de catre organismele superioare, dar ramanand toxic pentru
microflora patogena.

Acizii Fenolici (Galic, Cafeic, Ferulic)

Acesti compusi contribuie la rigidizarea peretelui celular al plantei tratate si au
un efect direct toxic asupra microorganismelor prin:

o Denaturarea proteinelor microbiene
o Scaderea pH-ului intracelular al patogenului, ducand la moartea celulara.

Acizii fenolici extrasi din tescovina (regasit in special din seminte si resturi de
ciorchini) prezinta capacitatea de a actiona atat ca toxine directe pentru patogeni, cat
si ca elemente de imbunatatire ai imunitatii vegetale. Acidul ferulic, de exemplu, joaca
un rol structural; odata aplicat pe cultura tinta, acesta se poate incorpora prin legaturi
esterice in polimerii peretelui celular al plantei, sporind rezistenta mecanica a acesteia
in fata penetrarii hifelor fungice. Aceasta "rigidizare" transforma suprafata frunzei intr-
un mediu ostil pentru instalarea patogenilor. La nivel celular, efectul toxic direct este
declansat prin mecanisme de perturbare homeostatica. Acizii fenolici sunt molecule
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lipofile care pot traversa membrana plasmatica a bacteriilor si fungilor. Odata ajunsi in
citoplasma, acestia disociaza, eliberand protoni care scad drastic pH-ul intracelular.
Aceasta acidifiere forteaza celula patogena sa consume cantitati mari de energie (ATP)
pentru a pompa protonii inapoi in exterior, ducand in final la epuizare metabolica si
moarte. Mai mult, acidul galic prezinta o afinitate ridicata pentru proteinele de
suprafata si enzimele extracelulare ale microorganismelor, provocand denaturarea
ireversibila a acestora si blocand astfel capacitatea patogenului de a digera tesutul
vegetal. Integrarea acestor acizi intr-un extract complex obtinut prin ultrasunete asigura
o bariera chimica multifunctionala, stabila si cu un efect rezidual protector de lunga
durata.

Taninurile (Proantocianidinele)

Taninurile sunt polimeri ai flavan-3-olilor si sunt responsabili pentru astringenta
tescovinei.
» Efect insecticid: Taninurile se leaga de proteinele din tractul digestiv al insectelor
fitofage, formand complexe insolubile care impiedica absorbtia nutrientilor.
« Efect repelent: Gustul amar si proprietatile chimice descurajeaza depunerea
oualor de catre anumite specii de lepidoptere.
Taninurile condensate, sau proantocianidinele, reprezinta fractiunea polimerica cea mai
stabila din tescovina, fiind localizate cu precadere in seminte si ciorchini. Din punct de
vedere biopesticid, aceste macromolecule functioneaza ca un sistem complex de "anti-
nutritie”. Principalul lor mecanism de actiune este capacitatea de a forma legaturi de
hidrogen si interactiuni hidrofobe extrem de puternice cu proteinele. Atunci cand o
insecta fitofaga consuma tesut tratat cu extract de tescovina, taninurile precipita
enzimele digestive (precum amilazele si proteazele) din intestinul mediu al acesteia,
transformandu-le in complexe insolubile si inactive biologic.

Acest proces nu doar ca infometeaza daunatorul prin blocarea absorbtiei
nutrientilor, dar provoaca si leziuni fizice la nivelul mucoasei intestinale, facilitand
patrunderea altor compusi toxici (cum sunt stilbenii) in hemolimfa insectei. Pe langa
efectul metabolic, proantocianidinele exercita un control comportamental riguros prin
proprietatile lor organoleptice. Astringenta si gustul amar caracteristic, percepute de
receptorii gustativi ai insectelor, declanseaza un semnal de respingere instantaneu.
Acest efect repelent este crucial in prevenirea ovipozitarii (depunerea oualor); femelele
de lepidoptere si coleoptere evita suprafetele foliare bogate in taninuri pentru a asigura
supravietuirea larvelor, reducand astfel drastic densitatea populatiilor de daunatori pe
unitatea de suprafata fara a utiliza substante neurotoxice sintetice.

12.5. Proprietatile biostimulatoare si biofertilizante ale extractelor polifenolice din
tescovina

Integrarea extractelor de tescovina in tehnologiile de cultura moderne depaseste
rolul conventional de protectie fitosanitara, actionand ca un modulator fiziologic
complex. Aceasta dualitate functionala este sustinuta de compozitia chimica eterogena
a tescovinei, care include nu doar metaboliti secundari cu rol biocid, ci si o serie de
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compusi cu inalta biodisponibilitate ce stimuleaza metabolismul primar al plantelor
tratate.

12.5.1. Mecanisme de biostimulare si inducerea rezilientei

La nivel celular, polifenolii extrasi functioneaza ca elictori exogeni,
interactionand cu receptorii de suprafata ai celulelor vegetale. Aceasta interactiune
declanseaza o cascada de semnalizare intracelulara care activeaza genele implicate in
Rezistenta Sistemica Dobandita (SAR) si in Rezistenta Sistemica Indusa (ISR). Prin
aplicarea poate aparea o reglare a activitatii enzimelor antioxidante, care neutralizeaza
speciile reactive de oxigen generate in conditii de stres termic sau hidric, mentinand
integritatea aparatului fotosintetic si prevenind peroxidarea lipidelor membranare.
Astfel, biopesticidul devine un agent de fortificare, permitand plantei sa isi aloce
resursele energetice catre productie, in loc sa le consume exclusiv pentru mecanisme de
supravietuire.
12.5.2. Biofertilizarea si dinamica nutrientilor in rizosferd

Din perspectiva nutritionala, tescovina reprezinta un rezervor de macroelemente
esentiale, in special potasiu si magneziu, a caror solubilitate este amplificata de procesul
de percolare asistata de ultrasunete. Potasiul joaca un rol determinant in reglarea
potentialului osmotic si in controlul deschiderii stomatelor, optimizand eficienta
utilizarii apei. Concomitent, prezenta acizilor organici (precum acidul tartric si malic) in
extract faciliteaza procesul de chelare naturala a microelementelor metalice din sol,
transformandu-Lle in forme asimilabile de catre perisorii absorbanti ai radacinii. Mai mult,
extractele pot exercita un efect prebiotic asupra microbiotei rizosferice. Fractiunile
glucidice reziduale si compusii fenolici simpli servesc ca substrat energetic pentru
bacteriile din genul Rhizobium si Azotobacter, precum si pentru ciupercile micorizice.
Stimularea acestor populatii microbiene benefice induce o simbioza mai eficienta, care
imbunatateste fixarea azotului si solubilizarea fosforului blocat in complexe minerale
insolubile. In consecinta, aplicarea acestor extracte nu doar ca protejeaza cultura
impotriva patogenilor, dar restabileste echilibrul biochimic al solului, promovand o
crestere viguroasa, o inflorire uniforma si, in final, o calitate superioara a recoltei prin
cresterea continutului de substanta uscata si zaharuri in fructe.

12.6. Materiale si metoda

Succesul procesului de percolare asistata de ultrasunete este conditionat critic de
proprietatile fizico-chimice ale matricei vegetale utilizate. In cadrul acestei cercetari,
materia prima este reprezentata de tescovina rezultata din procesarea soiurilor de vita-
de-vie, colectata imediat dupa etapa de presare pentru a preveni procesele fermentative
nedorite care ar putea degrada profilul polifenolic sensibil (in special resveratrolul si
antocianii).

Metodologia experimentala a fost conceputa pentru a evalua eficienta transferului
de masa al compusilor polifenolici din matricea solida a tescovinei in faza lichida,
utilizand un sistem hibrid de percolare sub actiunea campului ultrasonic
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12.6.1. Pregatirea materiei prime

Pentru a asigura o conservare optima si o eficienta sporita a transferului de masa,
tescovina este supusa unui proces de uscare controlata. Mentinerea unei temperaturi
moderate este imperativa pentru a evita degradarea termica a flavonoidelor si
polimerizarea ireversibila a taninurilor. Reducerea continutului de umiditate la o valoare
sub 10-12% stabilizeaza materia prima din punct de vedere microbiologic si slabesc
structurile lignocelulozice, facilitand penetrarea ulterioara a solventului.
Macinarea si granulometria controlata

Etapa de macinare si sortare granulometrica presupune ca materia prima sa fie
procesata pana la atingerea unei dimensiuni controlate a particulelor. Aceasta etapa
urmareste doua obiective tehnice majore:

« Cresterea suprafetei specifice de contact: O dimensiune mai mica a particulelor
mareste aria de interfata solid-lichid, permitand undelor ultrasonice sa genereze
cavitatie mult mai aproape de vacuolele celulare unde sunt stocati polifenolii.

» Optimizarea hidrodimanicii in coloana de percolare: O granulometrie uniforma
previne formarea canalelor preferentiale de curgere a solventului si evita
colmatarea patului de extractie, asigurand o distributie omogena a presiunii
acustice in intreaga masa de tescovina.

Materia prima luata in lucru in prezentul studiu este tescovina de Vitis vinifera,
uscata la o temperatura mai mica de 45°C si macinarea la 0.5 - 2.0 mm pentru
optimizarea suprafetei specifice.

Compozitia matricei si selectia fractiilor

Tescovina utilizata este o matrice heterogena formata din exocarp (pielite),
seminte si fragmente de ciorchini. In vederea obtinerii unui biopesticid cu spectru larg,
se utilizeaza tescovina integrala, profitand astfel de distributia diferentiata a
metabolitilor: pielitele furnizeaza majoritatea antocianilor si a resveratrolului, in timp
ce semintele reprezinta principala sursa de proantocianidine si acizi grasi esentiali.
Aceasta compozitie complexa asigura extractului final o stabilitate chimica superioara si
o activitate biologica sinergica, elemente esentiale pentru eficienta sa ca biofertilizant
si agent de protectie fitosanitara.

12.6.2. Instalatia Experimentala de Percolare Asistatd de Ultrasunete (UAE)

Sistemul utilizat in cadrul INMA integreaza o unitate de extractie in flux continuu
(percolator) cu un generator de ultrasunete echipat cu sonda imersibila (sonotroda).

Configuratia sistemului: tescovina macinata este plasata intr-o coloana de
extractie termostatata. Solventul este recirculat prin patul fix de materie prima cu
ajutorul unei pompe peristaltice, asigurand un gradient de concentratie constant.
Parametrii ultrasonici: Se utilizeaza un generator cu frecventa fixa si putere variabila.
Undele ultrasonice induc fenomenul de cavitatie acustica, generand micro-jeturi care
bombardeaza suprafata particulelor de tescovina, provocand micro-fracturi in peretele
celular lignocelulozic.

Procesul a fost optimizat pentru a maximiza disponibilitatea nutrientilor utilizand
o metoda este ecologica, fara inputuri chimice periculoase si respectand standardele
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europene pentru agricultura organica. Prin utilizarea acestor extracte, sanatatea solului
si rezistenta plantelor sunt imbunatatite, contribuind la reducerea dependentei de
inputurile sintetice. Selectia parametrilor de proiectare pentru procesul de percolare
asistata de ultrasunete s-a bazat pe teste preliminare de screening si pe constrangerile
operationale ale echipamentelor utilizate.

Designul experimental si procedura de extractie

Procesul de optimizare urmeaza o metodologie de tip Metodologia suprafetei de

raspuns (MSR) pentru a identifica interactiunile dintre variabile:

- Incarcarea coloanei: O cantitate precisa de tescovind este compactatd omogen
pentru a evita drumurile preferentiale ale solventului.

- Activarea campului ultrasonic: Sonda este imersata in rezervorul de solvent sau
cuplata direct la fluxul de percolare. Se aplica impulsuri ultrasonice (regim
pulsatil pentru a preveni supraincalzirea).

- Activarea presiunilor: Se induc regimuri pulsatorii de presiuni ridicate si joase
pentru a stimula transferul polifenolilor in solvent.

- Prelevarea probelor: Extractele sunt colectate la intervale de timp prestabilite
pentru a monitoriza cinetica de extractie a compusilor tinta.

Metoda de extractie: percolarea asistata ultrasonic

Metoda de extractie selectata reprezinta o abordare hibrida ce combina
avantajele percolarii dinamice cu efectele mecanice si termice ale cavitatiei acustice.
Aceasta sinergie tehnologica este conceputa pentru a depasi limitarile extractiei
conventionale, oferind un randament superior in recuperarea polifenolilor termolabili si
a biostimulatorilor minerali din matricea densa a tescovinei.

Dinamica procesului de percolare

Percolarea se bazeaza pe fluxul continuu al solventului (amestec hidroetanolic)
printr-un pat fix de tescovina macinata. Spre deosebire de macerarea statica, unde
sistemul tinde rapid spre un echilibru de concentratie care limiteaza extractia ulterioara,
percolarea mentine un gradient de concentratie maxim la interfata solid-lichid.
Solventul proaspat, cu o concentratie zero de solute, intra in contact permanent cu
matricea vegetala, fortand difuzia metabolitilor secundari din interiorul vacuolelor catre
exterior conform legii lui Fick. Aceasta circulatie fortata asigura o epuizare mult mai
rapida si mai completa a tescovinei, reducand volumul total de solvent necesar.
Fenomenul de cavitatie acustica si distruptia celulara

Elementul inovator este reprezentat de integrarea undelor ultrasonice in acest
flux de extractie prin percolare la presiuni alternante. Atunci cand undele ultrasonice
traverseaza mediul lichid, ele genereaza cicluri alternative de compresie si rarefiere. In
faza de rarefiere, presiunea locala scade sub presiunea de vapori a solventului, creand
milioane de bule microscopice (bule de cavitatie).

Implozia violenta a acestor bule la suprafata particulelor de tescovina produce
micro-jeturi de lichid cu viteze si presiuni extrem de mari. Acest proces, numit eroziune
cavitationala, provoaca:
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Ruptura mecanica a peretilor celulari: Distrugerea barierelor de lignina si celuloza
care, in mod normal, limiteaza accesul solventului la polifenoli.

Sonoporatia: Formarea de pori temporari in membranele celulare, facilitand eliberarea
rapida a moleculelor de dimensiuni mari, precum taninurile.
Difuzia accelerata si efectul termic local

Ultrasunetele actioneaza si prin fenomenul de micro-mixing (micro-turbulente),
care reduce grosimea stratului limita stagnant din jurul particulelor de tescovina.
Aceasta accelereaza dramatic transferul de masa prin difuzie, permitand extractia unor
cantitati semnificative de resveratrol si acizi fenolici in doar cateva zeci de minute,
comparativ cu timpul foarte mare necesar in metodele clasice.

Desi procesul are loc la o temperatura controlata (ex. 40°C), implozia bulelor
genereaza perturbari microscopice pentru fractiuni de secunda. Acestea sunt suficiente
pentru a rupe legaturile chimice dintre polifenoli si proteinele sau polizaharidele de care
sunt legati in matricea solida, fara a afecta insa stabilitatea termica a intregului extract.
Rezultatul final este un extract standardizat, cu o densitate nutritiva si biocida mult mai
ridicata, optim pentru formularea biopesticidelor de inalta performanta.

Optimizarea parametrilor de proces

Eficienta percolarii asistate de ultrasunete nu este o functie liniara, ci depinde de
interactiunea complexa a mai multor variabile operationale. Pentru a maximiza
concentratia de polifenoli si elictori, fara a compromite stabilitatea chimica a
biopesticidului, se impune optimizarea urmatoarelor ferestre de lucru:

Densitatea de putere ultrasonicd si frecventa

Puterea aplicata determina intensitatea fenomenului de cavitatie. O putere prea
mica este insuficienta pentru a penetra matricea lignocelulozica a semintelor de
struguri, in timp ce o putere excesiva poate induce degradarea oxidativa a moleculelor
sensibile (precum resveratrolul) prin generarea de radicali hidroxil.

Regimul pulsatil

Se utilizeaza un raport de activare de tipul 1:1 sau 1:2 (ex. 5 secunde activ / 5

secunde pauza). Aceasta strategie permite disiparea caldurii acumulate si previne
supraincalzirea locala a extractului, protejand integritatea flavonoidelor.
Spre deosebire de metodele conventionale de extractie (precum recircularea simpla sau
Soxhlet) care utilizeaza temperaturi apropiate de punctul de fierbere al solventului,
percolarea asistata de ultrasunete permite operarea intr-un regim termic moderat sau
scazut. Aceasta abordare, denumita adesea ,extractie la rece”, este esentiala pentru
mentinerea potentialului biopesticid si biofertilizant al extractului.

Polifenolii, in special flavonolii si stilbenii, poseda sisteme de legaturi duble
conjugate care le confera proprietatile antioxidante, dar ii fac si extrem de vulnerabili
la termoxidare. Deci se doreste ca procesul sa indeplineasca cerintele:

- Evitarea polimerizarii: La temperaturi inalte, taninurile pot suferi procese de
polimerizare necontrolata, transformandu-se in complexe macromoleculare
insolubile, ceea ce reduce biodisponibilitatea lor in formularea finala.
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- Stabilitatea resveratrolului: Resveratrolul poate trece din forma trans (activa
biologic) in forma cis (mult mai putin activa) sub influenta caldurii si a luminii.
Operarea la temperaturi joase blocheaza aceasta izomerizare, garantand un
extract cu activitate antifungica maxima.

Efectul de rdcire prin cavitatie controlatd

Desi ultrasunetele genereaza frictiuni microscopice in timpul imploziei bulelor de
cavitatie, durata acestora este de ordinul microsecundelor, ceea ce nu permite cresterea
temperaturii masice a solventului daca sistemul este corect termostatat.
Deoarece solventul circula continuu prin coloana, acesta actioneaza si ca un agent de
racire, preluand caldura generata de sonda ultrasonica si transportand-o catre exterior.
Acest flux dinamic previne acumularea de energie termica in patul de tescovina,
protejand moleculele eliberate imediat ce au parasit matricea celulara.

Beneficiile extractiei asupra calitatii biopesticidului

Extractia la temperaturi joase asigura un profil fitochimic superior, cat mai
apropiat de cel prezent in planta vie. Din punct de vedere tehnic, acest lucru se traduce
prin:

- Activitate enzimaticd reziduald: Pastrarea anumitor enzime vegetale care pot
contribui la stimularea sistemului imunitar al plantei tratate.

- Solubilitate selectivd: Temperaturile joase reduc co-extractia grasimilor si a
cerurilor vegetale din semintele de struguri, rezultand un extract mai limpede,
mai stabil si mai usor de pulverizat fara a infunda duzele echipamentelor agricole.

- Eficientd energeticd: Reducerea necesarului de energie pentru incalzirea unor
volume mari de solvent, aliniind procesul la principiile chimiei verzi.

Debitul de percolare si timpul de rezidenta

Debitul solventului prin coloana regleaza viteza cu care compusii extrasi sunt
indepartati din zona de actiune a ultrasunetelor.

Gradientul de concentratie: Un debit optim asigura reinnoirea stratului limita de
la suprafata particulei de tescovina. Daca debitul este prea mare, timpul de contact
dintre solvent si matrice este prea scurt pentru o difuzie eficienta; daca este prea mic,
poate aparea saturarea locala a solventului, incetinind transferul de masa.

Timpul de extractie: Spre deosebire de metodele clasice care necesita 12-24 ore,
sistemul UAP vizeaza atingerea randamentului maxim in 30-60 de minute. Dupa acest
interval, curba de extractie atinge un platou, iar continuarea procesului poate duce la
co-extractia unor compusi nedoriti (mucilagii, pectine) care ar ingreuna filtrarea
ulterioara a biopesticidului.

Raportul Solid-Lichid si polaritatea solventului

Alegerea raportului intre masa de tescovina si volumul de solvent influenteaza
direct vascozitatea mediului si, implicit, propagarea undelor ultrasonice.
Atenuarea acusticd: Intr-un mediu prea dens, undele ultrasonice sunt absorbite rapid,
reducand raza de actiune a cavitatiei.
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Sistemul hidroetanolic: Ajustarea proportiei de etanol este cruciala pentru
selectivitate. Un continut mai ridicat de etanol favorizeaza extractia flavonoidelor
lipofile si a stilbenilor, in timp ce o faza apoasa mai mare faciliteaza recuperarea acizilor
fenolici si a mineralelor biofertilizante.

Prin controlul acestor parametri, metoda de percolare asistata ultrasonic
transforma extractia dintr-un proces empiric intr-unul dirijat tehnologic. Rezultatul este
un extract standardizat, cu un profil fitochimic reproductibil, gata pentru a fi formulat
sub forma de concentrat emulsionabil sau solutie apoasa pentru tratamentele agricole.

Valorificarea tescovinei ca resursa de compusi bioactivi se fundamenteaza pe
principiul economiei circulare, transformand un subprodus de vinificatie intr-un input
agricol cu valoare adaugata. Din punct de vedere teoretic, procesul urmareste transferul
selectiv al metabolitilor secundari (polifenoli, stilbeni, acizi minerali) dintr-o matrice
solida lignocelulozica intr-un solvent lichid biocompatibil. Provocarea majora consta in
izolarea acestor molecule termolabile fara a le compromite structura chimica, esentiala
pentru functiile de biopesticid si biofertilizant.

Din punct de vedere tehnic, solutia optima adoptata este percolarea asistata de
ultrasunete (UAP), un proces hibrid ce ruleaza in flux continuu. Sistemul utilizeaza o
coloana de extractie unde solventul hidroetanolic este recirculat prin patul de tescovina
macinata, mentinand un gradient de concentratie constant. Aceasta dinamica este
potentata de integrarea unei sonde ultrasonice care genereaza fenomenul de cavitatie
acustica. Implozia micro-bulelor de gaz la suprafata particulelor vegetale produce unde
de soc care fragilizeaza peretii celulari, fortand eliberarea rapida a polifenolilor prin
porii nou creati. Operarea la temperaturi scazute si controlul riguros al puterii acustice
asigura obtinerea unui extract standardizat, caracterizat printr-o integritate structurala
maxima si o eficacitate biologica superioara metodelor clasice de extractie la cald.

Caracterizarea fitochimica a extractelor obtinute

Evaluarea eficientei procesului de percolare asistata de ultrasunete se realizeaza
prin coroborarea datelor cantitative (continut total) cu cele calitative (profilul individual
al compusilor).

Determinarea continutului total de polifenoli (TPC)

Cuantificarea globala a fractiunii fenolice se realizeaza prin metoda
spectrofotometrica Folin-Ciocalteu, adaptata pentru microplaci sau cuve de cuart.
Principiul metodei: Reactivul Folin-Ciocalteu (un amestec de fosfomolibdat si
fosfowolframat) reactioneaza cu gruparile hidroxil fenolice in mediu bazic, generand un
complex de culoare albastra.

Procedura: O alicota de extract este amestecata cu reactivul, iar dupa o perioada
de incubatie (de regula 30-60 minute la intuneric), se masoara absorbanta la lungimea
de unda de 765 nm.

Exprimarea rezultatelor: Concentratia este calculata pe baza unei curbe de
calibrare utilizand acidul galic ca standard de referinta. Rezultatele se exprima in
miligrame echivalent acid galic per gram de substanta uscata (mg GAE/g d.w.). Aceasta
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valoare reprezinta indicatorul primar al potentialului antioxidant si biocid al
biopesticidului.

Identificarea si cuantificarea compusilor principali prin HPLC-DAD

Deoarece activitatea biologica (antifungica sau biostimulatoare) depinde de
structura chimica specifica, identificarea compusilor individuali este obligatorie. Se
utilizeaza Cromatografia Lichida de Inalta Performanta cu detectie prin Sir de Diode
(HPLC-DAD). Se utilizeaza o coloana de faza inversa, iar elutia se realizeaza intr-un regim
de gradient. Prin compararea timpilor de retentie si a spectrelor de absorbtie UV cu
standardele de referinta, se monitorizeaza compusii de interes. Integrarea ariilor
picurilor cromatografice permite determinarea exacta a dozei de substanta activa
prezenta in extract, pas esential pentru standardizarea biopesticidului in vederea
aplicarii uniforme in culturi.

Analiza prin Spectroscopie FT-IR (Optional/Complementar)

Pentru a confirma protectia polifenolilor in timpul extractiei la temperaturi joase,
se poate utiliza spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR). Aceasta
permite identificarea grupurilor functionale caracteristice, oferind o "amprenta digitala"
a extractului si confirmand absenta produselor de degradare oxidativa ce ar putea
rezulta din procesul ultrasonic.

Compusi de interes major si relevanta lor functionala

Implementarea percolarii asistate de ultrasunete urmareste obtinerea unui
extract standardizat, in care compusii bioactivi sunt recuperati in forme native, non-
degradate. Analizele sunt proiectate sa confirme prezenta si concentratia urmatoarelor
clase de metaboliti:

Resveratrolul este compusul-tinta principal pentru functia antifungica. Ca
fitoalexina naturala a vitei-de-vie, resveratrolul extras din pielita actioneaza prin
inhibarea germinarii sporilor si stoparea elongarii hifelor fungice. Prezenta sa in
concentratii ridicate in extract confera produsului o capacitate de protectie sistemica,
fiind extrem de eficient impotriva manei si a putregaiului cenusiu (Botrytis cinerea).

Catechinele si epicatechinele (Flavan-3-oli): acesti compusi reprezinta
monomerii taninurilor si sunt responsabili pentru activitatea antioxidanta ridicata a
extractului. In contextul bioprotectiei, catechinele intervin in mecanismele de
semnalizare ale plantelor, actionand ca elictori care ,,alerteaza” metabolismul secundar
al culturii tratate, pregatind-o pentru eventuale atacuri patogene.

Quercetina: prezenta quercetinei este esentiala pentru efectul insecticid si
repelent. Aceasta actioneaza ca un inhibitor enzimatic puternic in tractul digestiv al
insectelor fitofage. Totodata, quercetina ofera protectie fotobiologica frunzelor tratate,
absorbind radiatiile UV excesive si reducand stresul oxidativ la nivel foliar.

Acizii fenolici (Galic, Cafeic, Ferulic): acesti acizi cu molecula mica sunt eliberati
rapid sub actiunea cavitatiei. In timp ce acidul galic asigura o bariera antibacteriana,
acizii ferulic si cafeic joaca rolul de biofertilizanti si stimulatori de crestere. Acestia
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contribuie la lignificarea peretilor celulari ai plantei gazda si stimuleaza dezvoltarea
radiculara prin imbunatatirea absorbtiei micronutrientilor din sol.

Antocianii: desi sunt cunoscuti in principal pentru pigmentii colorati din pielita
strugurilor negri, antocianii sunt antioxidanti extrem de vigurosi. In formularea
biopesticidului, acestia contribuie la stabilitatea produsului sub actiunea luminii solare
(efect de fotoprotectie a celorlalti compusi) si prezinta o activitate sinergica cu
resveratrolul in inhibarea agentilor fitopatogeni.

12.7. Evaluarea activitatii pesticide si a spectrului de actiune

Validarea eficacitatii extractului polifenolic obtinut prin percolare asistata de
ultrasunete presupune determinarea capacitatii acestuia de a inhiba dezvoltarea
organismelor tinta. Testele sunt concepute pentru a evalua trei directii principale:
antifungica, antibacteriana si insecticida.

Activitatea asupra fungilor fitopatogeni

Fungii reprezinta principala tinta a biopesticidului datorita concentratiei ridicate de
resveratrol si taninuri. Testarea se realizeaza pe patogeni model precum Botrytis
cinerea (putregaiul cenusiu) sau Fusarium oxysporum.

Metoda incorporarii in agar: Extractul este adaugat in mediul de cultura PDA in
diferite concentratii. Se masoara reducerea cresterii radiale a coloniei fata de martor.

Mecanismul vizat: Se urmareste capacitatea stilbenilor de a induce peroxidarea
lipidelor in membrana fungica si inhibarea germinarii sporilor prin blocarea transportului
electronic mitocondrial.

Activitatea asupra bacteriilor fitopatogene

Testarea vizeaza bacterii gram-negative si gram-pozitive care afecteaza culturile
horticole (ex. Erwinia amylovora sau Pseudomonas syringae).

Metoda difuzimetrica (Kirby-Bauer): Discuri de hartie de filtru impregnate cu
extract sunt plasate pe medii inoculate bacterian. Diametrul zonei de inhibitie ofera o
masura directa a potentialului bactericid.

Mecanismul vizat: Acizii fenolici (galic si cafeic) actioneaza prin destabilizarea
peretelui celular bacterian si denaturarea proteinelor enzimatice esentiale
metabolismului procariot.

Activitatea asupra afidelor

Efectul insecticid este evaluat utilizand afidele (Aphis sp.) ca organism model,
datorita sensibilitatii acestora la compusii antifeedant.

Bioeseul prin contact si ingestie: Plantele gazda sunt pulverizate cu extract, iar
mortalitatea afidelor este monitorizata la intervale de 24, 48 si 72 de ore.

Efectul de deterenta: Se calculeaza indicele de repelenta, observand daca prezenta
quercetinei si a taninurilor descurajeaza fixarea insectelor pe tesutul vegetal tratat.
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Mecanismul vizat: Taninurile condensate formeaza complexe ireversibile cu
proteinele digestive ale insectei, provocand inanitia prin blocarea absorbtiei nutrientilor
la nivelul intestinului mediu.

Analiza statistica si determinarea dozei letale

Rezultatele obtinute in urma testelor pe fungi, bacterii si insecte sunt prelucrate
prin analiza pentru a determina:

- LCso (Concentratia Letala Medie): Concentratia de extract necesara pentru a
elimina 50% din populatia de daunatori sau pentru a inhiba 50% din cresterea
fungica.

- MIC (Concentratia Minima Inhibitorie): Cea mai mica doza de extract care opreste
vizibil cresterea microorganismelor patogene.

Aceste valori sunt esentiale pentru stabilirea recomandarilor de aplicare in
conditii reale de camp, asigurand un echilibru intre eficacitatea biocida si conservarea
faunei utile.

12.8. Formularea biopesticidului si biofertilizantului
Variante de formulare propuse

Pentru a maximiza biodisponibilitatea compusilor extrasi (resveratrol, quercetina,
taninuri), au fost evaluate patru strategii de formulare, adaptate cerintelor agriculturii
ecologice:
- Extract hidroalcoolic concentrat: Reprezinta forma primara de utilizare. Desi este
cea mai simpla metoda, necesita stabilizatori de pH pentru a preveni precipitarea
polifenolilor la dilutie si antioxidanti pentru a limita degradarea rapida sub
actiunea oxigenului atmosferic.
- Microincapsularea: Utilizarea unor polimeri naturali (precum alginatul de sodiu
sau maltodextrina) pentru a crea bariere protectoare in jurul moleculelor de
resveratrol. Aceasta metoda protejeaza compusii impotriva degradarii enzimatice
si permite o eliberare controlata (slow-release), prelungind durata de protectie
pe frunza.
- Nanoemulsii (Sisteme de tip Ulei in Apa): Prin reducerea dimensiunii picaturilor
de solvent la scara nanometrica, se obtine o penetrare mult mai eficienta a
cuticulei vegetale. Nanoemulsiile cresc solubilitatea compusilor lipofili
(quercetina) in medii apoase, oferind o acoperire foliara superioara.
- Formularea cu adjuvanti naturali (Uleiuri esentiale): Integrarea unor uleiuri
esentiale (ex. cimbru sau rozmarin) actioneaza sinergic cu extractul de tescovina.
Uleiurile esentiale functioneaza ca surfactanti naturali (reduc tensiunea
superficiald) si agenti de fixare, impiedicand spalarea produsului de catre ploaie.
Parametrii de calitate si stabilitate ai formularii

Eficienta unui biopesticid este direct dependenta de stabilitatea sa fizico-chimica
in perioada de depozitare si post-aplicare.

Stabilitatea chimica si pH-ul: Polifenolii sunt extrem de sensibili la variatiile de
pH. Formularea trebuie mentinuta la un pH usor acid (4.5 - 5.5), optim pentru
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stabilitatea antocianilor si a resveratrolului. Un pH necorespunzator poate duce la auto-
oxidarea compusilor fenolici, vizibila prin schimbarea culorii extractului.

Fotostabilitatea: Deoarece biopesticidele sunt aplicate in plin soare, protectia
impotriva radiatiilor UV este critica. Antocianii extrasi din tescovina actioneaza ca
ecrane solare naturale, insa formularea poate fi imbunatatita cu agenti fotoprotectori
naturali pentru a preveni fotoliza rapida a substantelor active.

Eficacitatea biologica reziduala: Se testeaza remanenta produsului pe frunza. O
formulare optima trebuie sa isi mentina activitatea biocida minim 7-10 zile de la
aplicare, asigurand in acelasi timp o eliberare constanta de micronutrienti (SK, Mg$)
pentru functia biostimulatoare.

12.9. Sinteza analitica a stadiului actual al cercetarii in valorificarea tescovinei

Fundamentarea stiintifica a aceste cercetari se sprijina pe un corpus de cercetari
recente care redefinesc tescovina de struguri dintr-un reziduu industrial intr-o resursa
complexa de biosinteza a unor molecule cu inalta valoare biologica. Cercetarile
fundamentale coordonate de Chemat si colaboratorii au elucidat mecanismele fizice
profunde prin care ultrasunetele revolutioneaza transferul de masa, demonstrand ca
fenomenul de cavitatie acustica nu este doar o metoda de agitare mecanica, ci un proces
de micro-inginerie celulara. Prin implozia bulelor de cavitatie la suprafata particulelor
de tescovina, se genereaza micro-jeturi de solvent care ating viteze de ordinul sutelor
de metri pe secunda, provocand o eroziune de suprafata si o macroporare a structurilor
lignocelulozice. Aceasta distruptie controlata a peretelui celular faciliteaza o difuzie
accelerata, permitand recuperarea unor cantitati de polifenoli cu pana la 50% mai mari
fata de metodele clasice, reducand in acelasi timp dramatic timpul de extractie si
consumul de energie.

In planul compozitiei biochimice, studiile conduse de Teixeira si Fontana au
stabilit profilul fitochimic al acestor extracte, evidentiind prezenta critica a elictorilor
rezilientei vegetale. Resveratrolul, identificat in concentratii semnificative in special in
exocarpul strugurilor negri, este recunoscut de comunitatea stiintifica drept una dintre
cele mai puternice fitoalexine naturale. Autorii au demonstrat ca stabilitatea acestui
stilben, alaturi de cea a antocianilor sensibili, este direct dependenta de mentinerea
unei temperaturi de extractie sub pragul de 40°C, conditie pe care tehnologia UAE o
indeplineste nativ. Prin utilizarea amestecurilor hidroetanolice optimizate, s-a observat
ca se poate obtine un extract cu o amprenta chimica neschimbata fata de starea naturala
a fructului, prevenind polimerizarea nedorita a taninurilor care ar diminua
biodisponibilitatea produsului in momentul aplicarii foliare.

Performanta biocida a acestor extracte, documentata riguros de Pezet si Ferri,
reprezinta probabil cea mai valoroasa descoperire pentru agricultura sustenabila. Autorii
au evidentiat un mecanism de actiune multisite, in care polifenolii nu doar ca ataca
direct membrana fungica, provocand dezintegrarea conidiilor de Botrytis cinerea, dar
intervin si in procesele enzimatice ale bacteriilor fitopatogene. Acest atac pe multiple
fronturi reduce riscul de dezvoltare a rezistentei din partea agentilor patogeni, o
problema majora a pesticidelor de sinteza. Mai mult, s-a demonstrat ca acizii fenolici
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simpli, precum acidul ferulic si cel cafeic, actioneaza ca modulatori ai metabolismului
plantei gazda, stimuland depunerea de lignina in peretii celulari si crescand astfel
bariera fizica a culturii impotriva atacurilor viitoare.

Dincolo de functia de protectie, cercetarile coordonate de Mazzarino au adus
dovezi clare privind capacitatea acestor extracte de a functiona ca biostimulatori si
biofertilizanti. Rezultatele lor indica faptul ca prezenta magneziului si a potasiului
solubilizat, alaturi de fractiunile glucidice reziduale, stimuleaza activitatea metabolica
in rizosfera si creste concentratia de clorofila in frunze. Aceasta sinergie intre nutritie
si protectie transforma extractul de tescovina intr-un instrument ideal pentru economia
circulara, asa cum subliniaza Arvanitoyannis. Prin reintroducerea acestor nutrienti in
ciclul productiv, nu doar ca se reduce amprenta de carbon a podgoriilor, dar se
restabileste si un echilibru biochimic natural al solului, demonstrand ca tehnologia de
percolare asistata de ultrasunete este pilonul central al unei tranzitii catre o
bioeconomie rezilienta si eficienta.

O directie inovatoare identificata in literatura recenta, sustinuta de cercetarile
lui Bustamante, se concentreaza pe capacitatea tescovinei de a actiona ca un agent de
chelatare naturala pentru micronutrientii esentiali. Autorul a demonstrat ca grupurile
hidroxil prezente in structura flavonoidelor din tescovina formeaza complexe stabile cu
ionii de fier si zinc, facilitand transportul acestora prin bariera cuticulara a frunzei. Acest
mecanism de biodisponibilitate imbunatatita explica de ce extractele ultrasonice nu
functioneaza doar ca biopesticide, ci si ca solutii de corectie a deficientelor nutritionale,
oferind o vigoare vegetativa superioara in perioadele de crestere intensa. Astfel,
biostimularea nu este un efect secundar, ci o consecinta directa a arhitecturii moleculare
a polifenolilor care stabilizeaza mineralele intr-o forma usor asimilabila de catre plante.

In paralel, studiile coordonate de Xia asupra cineticii de extractie au evidentiat
un aspect tehnic crucial denumit ,,fragmentarea selectiva a semintelor”. Cercetatorul a
observat ca ultrasunetele de inalta frecventa induc o delignificare partiala a semintelor
de struguri, eliberand o fractiune specifica de proantocianidine cu grad mic de
polimerizare. Aceste molecule mici au o capacitate de penetrare superioara in tesuturile
fungice fata de taninurile polimerizate extrase prin metode termice. Aceasta
descoperire fundamenteaza superioritatea metodei de percolare asistata ultrasonic,
deoarece permite obtinerea unui extract cu o masa moleculara medie scazuta, ceea ce
se traduce printr-o activitate biocida mult mai rapida si o aderenta superioara pe
suprafetele hidrofobe ale frunzelor si fructelor.

O alta contributie semnificativa vine din partea lui Sanchez-Gomez, care a
investigat potentialul extractelor de tescovina in controlul stresului oxidativ provocat de
radiatiile ultraviolete intense. Autorul a identificat ca amestecul complex de antociani
si flavonoli functioneaza ca un ecran fotoprotector exogen, capabil sa disipeze energia
fotonilor UV inainte ca acestia sa genereze specii reactive de oxigen in celulele vegetale.
Acest rol de ,protector solar” biologic este esential pentru mentinerea ratei
fotosintetice in conditii de canicula. Mai mult, cercetarile sale sugereaza ca
microincapsularea acestor extracte in matrice de biopolimeri poate prelungi remanenta
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lor pe frunza de la cateva zile la cateva saptamani, transformand un extract lichid volatil
Tntr-unAsistem de protectie de lunga durata, rezistent la spalarea prin precipitatii.

In final, lucrarile recente din domeniul agro-biotehnologiei subliniaza importanta
sinergiei dintre extractele de tescovina si microbiota utila a solului. S-a demonstrat ca
anumiti compusi fenolici simpli eliberati prin procesul ultrasonic functioneaza ca
molecule de semnalizare pentru bacteriile din genul Bacillus, stimuland formarea
biofilmelor protectoare in jurul radacinilor. Aceasta interactiune complexa
demonstreaza ca aplicarea extractului de tescovina nu vizeaza doar distrugerea
patogenilor, ci si reconstructia unui ecosistem rizosferic rezistent.

Prin urmare, integrarea acestor descoperiri in proiectul tau confirma ca utilizarea
ultrasunetelor pentru procesarea deseurilor viticole reprezinta o solutie de avangarda,
capabila sa raspunda simultan cerintelor de productivitate, protectie ecologica si
sustenabilitate economica in agricultura moderna.

12.10. Impact si aplicabilitate

Implementarea sistemului de percolare asistata de ultrasunete pentru procesarea
tescovinei genereaza un impact multidimensional, articulat pe pilonii dezvoltarii
durabile si ai bioeconomiei moderne.

Valorificarea superioara a deseurilor agroalimentare

Industria vitivinicola genereaza anual cantitati masive de tescovina (aproximativ
20-25% din masa strugurilor procesati), care, nevalorificata, poate reprezenta o
problema de mediu din cauza incarcaturii organice ridicate si a fitotoxicitatii
polifenolilor in stare bruta. Proiectul propune o paradigma de "zero deseuri”, in care
resturile lignocelulozice nu sunt doar eliminate, ci sunt rafinate tehnologic pentru a
extrage molecule cu inalta valoare biologica. Aceasta abordare transforma un cost de
gestionare a deseurilor intr-o sursa de profit pentru unitatile de vinificatie.

Reducerea dependentei de pesticidele chimice de sinteza

Prin oferirea unei alternative viabile, bazate pe fitoalexine (resveratrol) si
taninuri, biopesticidul obtinut contribuie direct la atingerea obiectivelor europene de
reducere a utilizarii pesticidelor chimice periculoase. Impactul este dublu:

Asupra sanatatii umane: Eliminarea reziduurilor toxice de pe fructe si legume,
oferind consumatorilor produse mai sigure.

Asupra biodiversitatii: Spre deosebire de insecticidele sistemice care afecteaza
polenizatorii (albinele), compusii fenolici din tescovina prezinta o toxicitate selectiva,
vizand patogenii fara a perturba fauna utila.

Promovarea agriculturii sustenabile si a economiei circulare

Proiectul integreaza conceptul de economie circulara in circuit inchis: tescovina
produsa in vie se reintoarce in aceeasi vie sub forma de extract protector si fertilizant.
Refacerea sanatatii solului: Functia de biofertilizant a extractului stimuleaza microbiota
benefica, prevenind degradarea solurilor cauzata de fertilizarea excesiva cu azot si
fosfor de sinteza.
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Rezilienta climatica: Elictorii extrasi fortifica plantele impotriva stresului abiotic
(secetad, radiatii UV), un aspect critic in contextul schimbarilor climatice actuale.
Aplicabilitate si transfer tehnologic

Tehnologia de percolare asistata de ultrasunete este usor de scalat si poate fi
implementata direct in cadrul cooperativelor viticole sau al centrelor de cercetare
agricola. Extractul standardizat poate fi utilizat nu doar in viticultura, ci si in
pomicultura, legumicultura sau pentru tratarea semintelor, avand o arie de aplicabilitate
vasta care sustine tranzitia catre un sistem agroalimentar verde si rezilienta economica.

12.11. Concluzii

Cercetarea prezentata demonstreaza ca tescovina de struguri, departe de a fi un
simplu deseu al industriei vinicole, reprezinta o matrice biologica de inalta complexitate,
capabila sa furnizeze solutii inovatoare pentru provocarile actuale ale agriculturii
durabile.

Tescovina: O resursa strategica pentru fitoprotectie

Analizele efectuate confirma faptul ca tescovina este un rezervor dens de
metaboliti secundari cu proprietati biocide si biostimulatoare remarcabile. Prezenta
stilbenilor (resveratrol), a flavonoidelor (quercetina) si a taninurilor condensate confera
extractului obtinut o capacitate multifunctionala. Aceasta resursa nu doar ca inhiba
dezvoltarea agentilor fitopatogeni prin mecanisme de toxicitate directa, dar induce si
rezistenta sistemica a plantelor tratate, oferind o alternativa naturala, biodegradabila
si sigura pentru sanatatea consumatorului.

Superioritatea tehnologica a extractiei asistate de ultrasunete

Implementarea percolarii asistate de ultrasunete (UAE) s-a dovedit a fi factorul
critic in atingerea unui randament de extractie superior.

Fenomenul de cavitatie acustica a permis distruptia eficienta a barierelor
lignocelulozice ale tescovinei, facilitand eliberarea compusilor intracelulari in perioade
de timp semnificativ reduse fata de metodele clasice. Mai mult, capacitatea acestui
sistem de a opera la temperaturi scazute a garantat integritatea structurala a
polifenolilor termolabili, rezultand un extract cu o activitate antioxidanta si biocida
nealterata.

Validarea potentialului de substitutie a pesticidelor de sinteza

Concluziile studiului sustin ipoteza conform careia extractele polifenolice
standardizate pot inlocui cu succes, partial sau total, anumite pesticide sintetice in
strategiile de combatere integrata.

Prin utilizarea unui mecanism de actiune multisite (perturbarea membranei,
inhibarea enzimatica si repelenta), aceste biopesticide reduc riscul aparitiei rezistentei
la daunatori. Integrarea acestor extracte in cadrul economiei circulare inchide fluxul de
resurse in sectorul viticol, demonstrand ca sustenabilitatea ecologica si viabilitatea
economica pot fuziona intr-un produs tehnologic performant, adaptat cerintelor actuale.
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13. Identificarea subproduselor din viticultura si vinificatie in contextul
bioeconomiei circulare

13.1. Perspective asupra bioeconomiei

Utilizarea si intelegerea termenului bioeconomie (si a economiei bazate pe bio) a
subliniat diferite aspecte si a evoluat in domeniul sau de aplicare de-a lungul timpului.
Prin urmare, este dificil de definit exact ce este (sau ce ar trebui sa fie) o bioeconomie.
De fapt, multi autori folosesc termenul bioeconomie ca un concept general sau asa cum
afirma Levidow si colab. (2012) ca o naratiune principala, al carei sens este inca in
continua schimbare (vezi si Bugge si colab., 2016; Piilzl si colab., 2014; Staffas si colab.,
2013). In cadrul acestei naratiuni, gasim adesea interpretari care se suprapun, dar si
divergente si chiar uneori contradictorii, care se bazeaza pe bogata istorie a conceptelor
subiacente si reflecta diversele medii academice ale autorilor (Bugge si colab., 2016;
Vivien si colab., 2019).

Originile conceptului de bioeconomie pot fi urmarite inca de la inceputul secolului
al XIX-lea, cand termenul de bioeconomie a fost introdus pentru prima data pentru a
descrie economia pescuitului si extins rapid pentru a include toata economia resurselor
regenerabile (Allain si colab., 2022; Gordon, 1954; Vivien si colab., 2019). O prima
semnificatie normativa stricta a fost introdusa de Nicholas Georgescu-Roegen, un
intelectual erudit al lui Joseph Schumpeter (Georgescu-Roegen, 1975; vezi si Gowdy &
Mesner, 1998; Vogelpohl & Toller, 2021). Georgescu-Roegen a folosit termenul
»,bioeconomie” pentru a recunoaste bazele biologice ale intregii activitati economice si
incompatibilitatea dintre cresterea nelimitata si legile fundamentale ale naturii. El a
abordat in mod explicit nevoia de decrestere structurata in jurul unor noi valori
societale, a unei noi organizari sociale, precum si a inovatiilor low-tech. Impulsata de
inovatii revolutionare, de exemplu in domeniul tehnologiei ADN-ului recombinant la
sfarsitul anilor 1970 si 1980, asa-numita biotehnologie a primit multa atentie, ceea ce a
dus la dezvoltarea unor politici specifice in domeniul biotehnologiei, cum ar fi programul
german ,,Biotehnologia 2000” sau ,,Comitetul de Program pentru Biotehnologie” olandez,
care vizau stimularea cresterii economice si imbunatatirea competitivitatii
internationale a sectorului biotehnologic german si olandez (Allain et al., 2022; Buchholz
& Collins, 2013; Rip & Nederhof, 1986; Warmuth, 1991). Astfel de progrese in stiintele
biologice si biotehnologie i-au inspirat pe cercetatori si oameni de stiinta precum
geneticienii Juan Enriquez Cabot si Rodrigo Martinez sa descrie potentialul acesteia de a
transforma procesele comerciale si industriale si, procedand astfel, au contribuit la
definirea in continuare a radacinii conceptului de bioeconomie (Birner, 2018, p. 19).
Radacinile impulsului contemporan al conceptului de bioeconomie pot fi urmarite in
eforturile UE si OCDE, precum si ale altor institutii politice, care au inceput formalizarea
conceptului de bioeconomie in cadrul lor politic la inceputul anilor 2000 (McCormick &
Kautto, 2013). Desi termenul a fost introdus pentru prima data de oamenii de stiinta
preocupati de consecintele industriale ale progreselor in biologie, a devenit un concept
politic cheie in Europa abia dupa ce Comisia Europeana a promovat conceptul de
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,bioeconomie bazata pe cunoastere” bazata pe progresele din stiintele vietii in 2005.
Sub presedintia germana a UE, ,,Documentul de la Kdln” (UE, 2007) a subliniat pentru
prima data conceptul la conferinta ,In drumul spre bioeconomia bazata pe cunoastere”
din 2007 (Lang, 2022). Aceastd (re)interpretare motivata politic a conceptulu1 de
bioeconomie a fost declansata de epuizarea tot mai mare a rezervelor, cresterea
preturilor combustibililor fosili si importanta tot mai mare a utilizarii resurselor biologice
ca materie prima principala si a biorafinariilor ca instalatii de productie si a dus la o
conceptualizare a bioeconomiei ca o economie bazata pe biomasa, care evidentiaza
utilizarea biomasei si a bioproceselor eficiente pentru a realiza o productie durabila
(OCDE, 2009).

Inlocuirea resurselor neregenerabile cu alternative biologice regenerabile s-a
dovedit insa a fi problematica, iar compromisurile si impacturile negative ale unei
bioeconomii nesustenabile axate pe substituirea inputurilor au devenit mai evidente de-
a lungul anilor (McCormick & Kautto, 2013; Pedersen si colab., 2020; Pfau si colab., 2014;
Stegmann si colab., 2020; Zander si colab., 2022). in consecmta atat pelsajul pol1t1c
cat si cel academic au dezvoltat definitii si ?ntelegen mai cuprinzatoare ale conceptului
de bioeconomie, de exemplu... bioeconomie circulara si bioeconomie durabila (a se
vedea, de exemplu, strategia actualizata privind bioeconomia a Consiliului Uniunii
Europene, 2023; vezi si Kardung si colab., 2021), unde termenul de bioeconomie a fost
reinterpretat si extins nu doar pentru a se concentra pe inlocuirea resurselor
nesustenabile cu unele durabile, ci si pentru a contribui la un viitor durabil din punct de
vedere social, economic si ecologic (Geels, 2011; Losacker si colab., 2023; Pfau si colab.,
2014; vezi si Quental si colab., 2011 pentru o discutie despre durabilitate).

Desi o interpretare substitutiva a bioeconomiei poate fi cel mai bine abordata prin
inovatii tehnologice care permit utilizarea eficienta a resurselor biologice (Friedrich si
colab., 2022; Luhmann si Vogelpohl, 2023), o bioeconomie durabila sau circulara necesita
o transformare mai profunda. Aceasta transformare depaseste progresele tehnologice si
cuprinde schimbari sistemice in mecanismele economice, organizarea si incluziunea
sociala si comportamentul consumatorilor. Cu alte cuvinte, ceea ce este necesar este
antreprenoriatul social care sa conduca la inovatie sociala, adica noi moduri de gandire,
organizare si interactiune ca societate, care impulsioneaza practici durabile si
remodeleaza normele societale.

Reziduurile agroalimentare cu continut organic ridicat reprezinta pericole pentru
mediu, dar, in acelasi timp, sunt surse de compusi cu valoare adaugata, cum ar fi
polifenolii, carboh1dratn proteinele etc. In contextul economiei circulare si conform
conceptului de reducere, reciclare si reutilizare, valorificarea acestor tipuri de reziduuri
a devenit o prioritate in ultimul deceniu. Strategiile de valorificare a reziduurilor
alimentare includ utilizarea lor pentru producerea de energie si reprocesarea deseurilor
pentru fabricarea de materiale functionale, produse noi si extracte.

Datele statistice arata ca la nivel mondial in 2024, suprafata totala din viticultura,
de 7.1 mha, a produs o cantitate de 77.7 de milioane de tone de struguri, cu o productie
medie de 10.9 tone/ha. Circa jumatate din struguri sunt in general utilizati pentru
productia de vin, must si sucuri pe plan mondial (33.3 milioane de tone de struguri in
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2024), iar restul este valorificat pentru struguri de masa si struguri uscati [1]. Romania
se afla pe locul 8 in lume intre tarile cu suprafete cultivate cu vie (tabel 13.1):

TABLE 1 - Vineyard surface area of major vine-growing countries (kha)

Country 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2024
% world
Spain 974 975 968 972 966 961 963 955 945 930 13%
France 785 786 788 792 794 799 795 796 788 773 11%
China 70 70 760 79 781 766 4 758 756 753 11%
Italy 682 693 699 705 714 719 722 721 720 722 10%
Tiirkiye 497 468 448 448 436 431 419 413 406 402 6%
USA 446 439 434 408 407 402 393 391 388 385 5%
Argentina 225 224 221 218 215 215 211 207 205 200 3%
Romania 191 19 191 191 191 190 189 188 187 187 3%
India 129 131 147 149 151 161 167 175 182 185 3%
Portugal 204 195 194 192 195 195 194 193 182 173 2%
Other countries 2544 2506 2474 2493 2523 2514 2439 2401 2382 2357 33%
World 7446 7379 7324 7348 7373 7352 7246 7198 7140 7066 100%

Figure in Italics: OIV estimate

Cu toate acestea, Romania nu se regaseste printre primele 10 tari cu cea mai mare
productie de struguri proaspeti. Productia de struguri proaspeti se refera la struguri
pentru toate tipurile de utilizari, cum ar fi struguri de masa, struguri uscati si struguri

de vin.
TABLE 2 - Fresh grape production in major countries (mt)
Country 2015 2016 2017 2018 2019 2020 2021 2022 2023 2024 2024
% world

’ China 132 12.6 131 137 14.2 43 15.0 154 16.2 17.0 22%
Italy 8.2 84 6.9 8.6 71 74 74 7.6 59 73 9%

‘ USA 6.9 7.0 6.7 6.9 6.2 54 6.1 6.0 59 6.4 8%
Spain 6.0 6.3 5.0 6.9 54 59 56 5.8 47 5.3 7%

‘ France 6.3 6.0 5.0 6.3 55 59 5.1 6.2 6.2 5.0 6%
India 26 26 29 29 30 32 34 34 37 3.9 5%

‘ Tiirkiye 37 4.0 4.2 39 41 42 37 4.2 34 35 4%
South Africa 20 20 20 1.9 1.9 20 2.0 21 20 21 3%

‘ Argentina 25 19 21 27 26 21 24 21 16 2.0 3%
Chile 28 25 24 28 27 24 29 27 2.6 2.0 3%

‘ Other countries 231 221 231 240 234 224 236 235 228 233 30%

World Ti2 754 734 80.6 76.2 75.3 7.0 787 74.9 T 100%

Figure in Italics: OIV estimate

Conform Institutului National de Statistica, in Romania, de pe suprafata totala de
163430 hectare de vie, s-a obtinut o totala productie de struguri in 2023 de 773711 tone
si de 707441 tone in 2004. In Romania, majoritatea cantitatii de struguri sunt livrati
pentru productia de vin: 671753 tone in 2024, reprezentand 95% din productia totala.
Aceeasi sursa de date arata ca, productia de vin in anul 2023 a fost de 4590146 hectolitri,
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jar in 2024 de 3380824 hectolitri. In timpul procesului de vinificatie se genereaza diferite
deseuri care reprezinta aproximativ 30% din totalul strugurilor utilizati. Aceste deseuri
includ taierile de vita de vie, ciorchini, tescovina si drojdia. Primul deseu generat in
procesul de vinificatie este biomasa rezultata dupa taierea vitei de vie, care este
calculata la aproximativ 5 t/ha. Ciorchinii sunt deseurile provenite din desciorchinarea
strugurilor si reprezinta intre 2,5 si 7,5% din greutatea totala a strugurilor. Tescovina de
struguri (amestec de pielite, seminte si parti de codite) rezulta din presarea strugurilor
si poate reprezenta intre 25 si 45% din greutatea totala a strugurilor. Drojdia este masa
reziduala la sfarsitul procesului de fermentatie care se sedimenteaza pe fundul vasului
de fermentatie. Este un amestec de drojdie moarta, pielite, seminte si codite si
reprezinta intre 3,5 si 8,5% din totalul deseurilor generate.

Daca luam in considerare un raport mediu de 30% tescovina din greutatea totala
a strugurilor, se poate estima ca anual, in Romania s-a produs in jur de 230.000 tone de
tescovina. De asemenea, in acelasi an se poate estima o cantitate similara de circa
230.000 sedimente din vinificatie daca luam in considerare ca acestea reprezinta 5% din
vinul produs in ultimii ani.

In mod normal, o mare parte din deseurile de lemnoase rezultate din taieri sunt
incinerate, un proces care are costuri operationale ridicate si genereaza gaze
periculoase, particule in suspensie si cenusa. Acestea pot fi utilizate si pentru hrana
animalelor sau lasate pe camp. Reziduurile de vin nu sunt periculoase prin natura lor,
dar faptul ca productia de vin este concentrata intr-o anumita perioada a anului prezinta
potentiale probleme si implicatii de poluare.

Exista diferite studii care vizeaza posibile solutii pentru valorificarea si
reutilizarea ulterioara a acestor deseuri, conform conceptelor economiei circulare.

Tescovina de struguri este procesata in prezent la scara industriala larga in mai
multe sectoare consacrate si moderne. Cele mai mature aplicatii sunt distilarea si
extractia uleiului, in timp ce biorafinarii specializate apar pentru nutraceutice de mare
valoare.

Operatiuni industriale consacrate

Mai multe instalatii la scara larga functioneaza in prezent prin centralizarea
deseurilor de la cramele regionale:

« Distilare si bauturi spirtoase (scara industriala standard): Aceasta este cea mai
comuna aplicatie la scara larga. Grupuri precum Grap'Sud din Franta proceseaza volume
masive de tescovina de struguri si drojdie de vin pentru a produce alcooli vinicoli brute
(distilati la 92°) si bauturi spirtoase traditionale, cum ar fi grappa sau brandy de struguri.

« Biorafinarii integrate: Companii precum Derivados Vinicos S.A. din Argentina
opereaza ca centre masive, procesand anual peste 150.000 de tone de tescovina de
struguri pentru a produce acid tartric, ulei din seminte de struguri si alcool vinicol. [38]

« Extractia uleiului din seminte: Instalatiile utilizeaza echipamente specializate,
cum ar fi separatoarele de la P.C.M. Srl, care pot procesa pana la 2.000 kg pe ora pentru
a izola semintele pentru ulei de mare valoare utilizat in industria alimentara si
cosmetica. [39-41]
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Procese industriale emergente

Dincolo de distilarea traditionala, noi instalatii ating scara comerciala pentru
produse specifice de mare valoare:

« Nutraceutice si sanatate: Compania australiana Viridi Innovations, in parteneriat
cu Swisse Wellness, a extins scala la o instalatie pilot industriala pentru a extrage
polifenoli din semintele de struguri. Aceasta operatiune isi propune sa inlocuiasca
extractele importate cu materiale trasabile, provenite din surse locale, pentru
suplimente de sanatate

« Ambalaje sustenabile: Companiile incorporeaza din ce in ce mai mult fibre de
tescovina de struguri in bioplastice la scara larga. De exemplu, clemele bioplastice de
vita de vie fabricate din tescovina sunt testate in podgorii mari din Noua Zeelanda pentru
a crea o bucla circulara de deseuri.

« Generarea de energie: Instalatiile industriale de digestie anaeroba utilizeaza
tescovina de struguri pentru a produce biogaz. Desi sezoniere, aceste instalatii pot
furniza energie regenerabila substantiala pentru operatiunile procesatorului de struguri
sau pentru retelele locale.

Provocari operationale la scara larga

Pentru a mentine aceste operatiuni industriale, instalatiile trebuie sa gestioneze:

 Pretratare rapida: Deoarece tescovina umeda se degradeaza rapid, sistemele
industriale precum Onmak utilizeaza linii continue de uscare si curatare pentru a
stabiliza materialul imediat dupa sezonul de recoltare.

« Logistica: Industrializarea cu succes necesita de obicei centre centralizate de
colectare pentru a gestiona volumul mare (aproximativ 20-25% din greutatea totala a
strugurilor zdrobiti) generat pe parcursul scurtei perioade de recoltare de 1-3 luni.

13.2. Stabilirea potentialului metanogen al deseurilor organice

Deseurile organice sunt fost esantionate si investigate in Laboratorul de
Biotehnologie si Microbiologie Industriala din cadrul USV "Regele Mihai I" din Timisoara.
Primele analize sunt realizate pentru stabilirea continutului de substanta uscata si a
incarcaturii organice. Pe baza rezultatelor, se calculeaza retetele adecvate pentru
digestia anaeroba (AD). Amestecurile de substrat si inocul sunt supuse procesului AD
folosind echipamente de laborator de ultima generatie, pentru stabilirea Potentialului
Metanogen Biochimic (BMP) al materialelor organice esantionate. Conversia biomasei in
biogaz si calculul potentialului metanogen sunt efectuate in conformitate cu standardul
german VDI 4630 [4], acceptat pe scara larga in laboratoarele din lume in care se fac
astfel de analize.
13.2.1. Prelevarea de probe si analiza acestora

Prelevarea probelor, transportul si conservarea acestora, precum si pregatirea
probelor sunt aspecte importante si parte integranta din metodologia de laborator de
determinare a potentialului metanogen al materiilor organice si au o influenta decisiva
asupra calitatii rezultatelor. Toate procedurile de prelevare a probelor de materii
organice investigate (substraturi) sunt efectuate conform metodelor standard. Pentru
amorsarea procesului biologic de digestie anaeroba si producere de biogaz se utilizeaza
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ca inocul un namol activ, prelevat dintr-un digestor de la o instalatie de biogaz care
proceseaza materii organice din agricultura.

Inainte de inceperea procesului AD, este necesar sa se investigheze continuturile
in substanta uscata (SU) si substanta uscata organica (SUo) ale materialelor supuse
analizei (denumite in continuare substraturi).

Substanta uscata, reprezentand toti compusii anorganici si organici, este
exprimata ca SU si masurata conform metodelor standard, prin incalzirea probelor timp
de 24 h la 105°C pentru a elimina continutul de apa.

Substanta uscata organica SUo reprezinta compusii organici din proba. Se obtine
prin incalzirea probei pana la 550°C timp de 2 ore, realizandu-se astfel arderea materiei
organice si obtinerea cenusii, sau a materiei minerale. Diferenta de greutate dintre
esantioanele incalzite la 105°C si 550°C indica continutul in substanta organica (SUo) al
substratului.

Echipamentul de laborator utilizat in Laboratorul de Biotehnologie si Microbiologie
Industriala din Timisoara este un sistem automat de testare a potentialului de metan -
AMPTS II, produs de Bioprocess Control AB Suedia (BPC), care are 15 digestoare de cate
600 ml volum total. Pentru o mai mare siguranta a preciziei datelor generate, BMP este
investigat in triplicat pentru fiecare proba, conform protocolului BPC.

Prezentarea generala a echipamentului de laborator este redata in figura 12.1.

Figura 13.1: Vedere general a sistemului AMPTS: 1- bioreactoare/digestoare, 2-
incubator, 3- contoare de gaz, 4- unitate de absorbtie CO2, 5- unitate de masura a
metanului, 6- laptop cu soft procesare date.

Probele investigate si cantitatile utilizate in prezentul experiment sunt preparate
conform protocolului standard VDI4630 si BPC.

Loturile experimentale sunt supuse digestiei anaerobe in regim mezofil, la
temperatura de incubare de 37°C. Inainte de inceperea incubarii, in toate cele 15
bioreactoare se insufla timp de aproximativ 60 sec un amestec de gaze format din 40%
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CO2 si 60% N2. Procesul de digestie este oprit atunci cand productia de biogaz din
ultimele 24 de ore este sub 1% din productia totala de biogaz.

13.2.2. Rezultate si discutii

Studiile efectuate in Laboratorul de Biotehnologie si Microbiologie Industriala din
cadrul USV "Regele Mihai I" din Timisoara au aratat ca tescovina de struguri, daca este
supusa digestiei anaerobe, degradarea in conditii de anaerobioza, similare cu conditiile
din deponeurile de deseuri, se pot emite cantitati importante de metan.

Analizele de laborator au fost efectuate comparativ pentru tescovina rezultata
din urmatoarele tipuri struguri de recoltati din vestul Romaniei:

1. Cabernet Saugvinon - Minis;
2. Cabernet Saugvinon - Silagiu
3. Pinot Noir - Ineu
4. Muscat Otonel

Pe langa probele de tescovina de struguri, s-au luat in studiu si mostre de grasimi
rezultate de la rafinarea uleiului vegetal si tescovina de tomate. Acest design
experimental a fost ales pentru a realiza o analiza comparativa a potentialului
metanogen al tescovinei de struguri fata de alte tipuri de subproduse sau deseuri
organice rezultate din industria alimentara.

BERNET x| ‘)
T0ed | B | Reonl PTETd R e
AR SIAGl | : gEGUNIRE

Figura 13.2. Mostre de tescovina de struguri si grasimi rezultate din industria uleiului
luate in studiu

in tabelul 13.3. sunt redate continuturile de substanta uscata si substantd uscata
organica a tipurilor de biomasa rezultate sub forma de subproduse sau deseuri din
procesele din industria alimentara. Aceleasi analize au fost efectuate si pentru probe de
digestat prelevate din digestoarele statiei de biogaz a USV "Regele Mihai I" din Timisoara.
Digestatul este necesar pentru a fi folosit ca inocul in procesul de digestie anaeroba a
celor trei tipuri de materie organica analizate in sistemul AMPTS Il, descris anterior.
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Tabel 13.3. Continutul in substanta uscata si substanta uscata organica a biomasei

analizate
Indice U.M. Tip de biomasd
analizat Tesc. cu . Tomate Digestat
Tesc. amburi Pinot
Cabernet >ambourt Noir | Muscat | Grasime presate | Fermentator
. Cabernet
Saugvinon Mini Ineu
inis

Substantd %)
uscatda S.U. ° 46.29 45.34 46.64 | 93.41 64.94 20.20 3.63
Cenusa, % %)
din S.U. > 5.89 4.01 5.18 3.69 9.18 3.45 30.00
SUo, % din %)
S.U. ° 94.11 95.99 94.82 | 96.31 90.82 96.55 70.00
SUo, % din
total (%)
probd 43.56 43.52 44.23 | 89.96 58.97 17.87 2.54

Datele obtinute indica faptul ca tescovina de struguri obtinuta dupa presarea
strugurilor din soiul Muscat Otonel are concentratii de substanta uscata si de substanta
uscata organica mult mai ridicate in comparatie cu celelalte tipuri de materiale organice
rezultate de la procesarea uleiului alimentar (”grasimi”) si de la storcerea strugurilor.
Concentratia de substanta uscata organica scazuta a digestatului indica un material cu
reziduuri organice foarte scazute, ceea ce este de dorit la un inocul care trebuie sa vina

cu aport de bacterii metanogene si nu cu alt tip de materie organica.

Pe baza continuturilor obtinute in analizele din etapa anterioara au fost calculate
cantitatile de materiale cu care sunt incarcate bioreactoarele din sistemul AMPTS II,
conform datelor din tabelul 13.4. Fiecare tip de biomasa a fost incarcata in cate trei
bioreactoare (vezi figura13. 3), astfel analiza potentialului metanogen a fost realizata in
triplicat pentru fiecare tip de biomasa.

Tabel 13.4. Continutul in substanta uscata si substanta uscata organica a biomasei

analizate

Indicator U.M. | 400.00 | 400.00 | 400.00 400.00 | 400.00 | 400.00

Volum Total (9) 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00 2.00

Raport 1/S (0 pentru martor) | (VS/VS) | 2.54 2.54 2.54 2.54 2.54 2.54
Conc. Inocul (% VS) 58.97 | 43.56 43.52 44.23 89.96 17.87

Conc. Substrat (% VS) 392 389 389 389 394 373

Cantitate Inocul (9) 8.4 11.3 11.3 11.2 5.6 26.5
Cantitate Substrat (9) 400.00 | 400.00 | 400.00 400.00 | 400.00 | 400.00

VS reprezintd fractia organicd din material (VS = volatile solids, sau substantd uscatd organicd).
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Figura 13.3: Bioreactoarele sistemului AMPTS Il pregatite pentru inceperea digestiei
anaerobe

Procesul de digestie anaeroba pentru determinarea Potentialului Metanogen
Biochimic (BMP) al materialelor organice este monitorizat in general pe perioade
cuprinse intre 20 si 40 de zile. Decizia incheierii analizei BMP se ia atunci cand productia
de biogaz din ultimele 24 de ore este sub 1% din productia totala de blogaz in cazul de
fata, probele de tescovina de struguri si de tomate au fost digerate in mare parte in
prima saptamana a bioprocesului, in timp ce grasimile rezultate de la fabricarea uleiului
alimentar, au fost digerate intr-un timp mai indelungat, productia principala de metan
incepand din saptamana a doua a digestiei anaerobe. Grasimile inca sunt folosite ca
substrat de catre bacteriile metanogene chiar si dupa 25 de zile. Totusi, analiza in acest
caz este realizata pentru a determina potentialul metanogen al probelor de tescovina de
struguri, biomasa care a ajuns la finalul potentialului metanogen. De aceea, analiza a
fost oprita dupa 25 de zile de digestie.

4000
3500 T Grasimi
3000
5500 - —+— Caberne
2000 e t Silagiu
3 —— Caberne
2500 t Minis
1000 - Pinot N
500 : Ineu
, —#— Muscat
O Bl ’ T 1 1 r 11 © 1 1° 1 °1° 17171771

0 2 4 6 8 Tompazilet 16 18 20 22 24

Figura 13.4: Evolutia acumularii de metan in procesul de digestie anaeroba in sistemul
AMPTS Il pentru determinarea Potentialului Metanogen Biochimic (BMP) al materialelor
organice esantionate
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Media cantitatii de metan rezultata din bioreactoarele incarcate cu tescovina de
struguri este de 1163 ml. Acest volum de metan este eliberat de 26.5 grame cantitate
biomasa bruta incarcata in bioreactor, continand in medie 5 grame substanta uscata
organica supusa digestiei anaerobe.

Aceste rezultate indica un Potential Metanogen Biochimic (BMP) al materiei
organice din tescovina de tomate esantionata in cadrul proiectului METROFOOD de 232.6
m3CH4/tVS. (VS reprezinta fractia organica din material (VS = volatile solids, sau
substanta uscata organica). Aceste rezulate indica un potential ridicat de producere a
metanului, daca comparam cu rezultatele obtinute pe acelasi tip de substrat de catre
Teodorita Al Seadi et al. (2008), care raporteaza valori ale BMP pentru tescovina de
tomate de pana la 430 m3CH4/tVS .Daca comparam aceste valori ale BMP cu valorile
obtinute pentru alte tipiri de substrat, vedem ca tescovina de struguri emite cantitati
mai mici de metan in comparatie cu grasimile analizate in acelasi lot experimental, caz
in care BMP este de 698 m3CH.4/tVS, si comparabie cu tescovina de struguri analizata in
acelasi lot experimental, caz in care BMP este de circa 304 m3CH4/tVS.

Daca calculam productia de metan raportata la masa de material brut, umed, asa
cum rezulta din procesul de stoarcere a mustului, care are un continut de SUo (VS) intre
44 si 90%, putem estima ca fiecare tona de tescovind de struguri aruncata la gunoi
poate produce intre 100 si 210 m’ de metan.

Daca luam in considerare cantitatea de 230000 de tone de tescovina de struguri
generata in Romania, se poate deduce o cantitate cuprinsa intre 23 de milioane si 48.3
milioane m3 de metan eliberat in atmosfera prin procesele de degradare anaeroba a
materiei organica din tescovina de struguri cu continut de SUo intre 44 si 90%. Luand in
considerare efectul de sera al metanului, care este estimat la aproximative de 28 de ori
mai mare decat al CO;, se poate calcula amprenta de carbon in acest scenariu in care s-
au luat in considerare cantitati si fractii minimale. Stiind ca densitatea metanului la
temperatura standard (STP) este de aproximativ 0.7156 kg/m3 [10], masa emisiilor de
metan exprimate mai sus (23 - 48.3 milioane m?) este cuprinsa intre 16458 si 34563 tone,
ceea ce tradus in efect de sera mai mare de 28 de ori decat CO2, rezulta ca resturile
rezultate din procesarea tomatelor din Romania au un efect de sera echivalent cuprins
intre 461000 si 967000 tone CO,.
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14. Concluzii

Activitatea de cercetare desfasurata in cadrul IM3.6 a demonstrat, printr-o
abordare integrata si multidisciplinara, potentialul real al tescovinei de struguri de a fi
valorificata ca ingredient alimentar functional, obtinut prin principiile bioeconomiei
circulare. Rezultatele obtinute acopera intregul lant de valorificare — de la
caracterizarea materiei prime, pana la optimizarea proceselor de extractie, testarea
aplicatiilor alimentare si explorarea unor directii complementare de utilizare.

Din punct de vedere al materiei prime, caracterizarea tescovinei provenite din mai
multe soiuri de struguri (Feteasca alba, Riesling, Muscat Ottonel, Feteasca neagra,
Cabernet Sauvignon) a confirmat un continut ridicat de compusi bioactivi — polifenoli,
flavonoide si antociani — cu variatii semnificative in functie de soi si de conditiile
tehnologice de procesare. Optimizarea procesului de uscare a fost un aspect central al
acestei etape: rezultatele au aratat ca temperatura de 50°C reprezinta un compromis
eficient intre durata de procesare si pastrarea integritatii compusilor fenolici, in timp ce
cresterea temperaturii la 55°C determina pierderi de pana la 11% din continutul fenolic
initial. Aceste constatari sustin recomandarea unor parametri de uscare moderati pentru
pastrarea calitatii nutritionale a materiei prime.

In ceea ce priveste extractia compusilor bioactivi, au fost testate si comparate mai
multe tehnologii — percolarea asistata de ultrasunete, extractia asistata de microunde
si metodele conventionale — fiecare fiind optimizata in functie de parametri precum
raportul solid:lichid, concentratia de solvent, temperatura si durata de extractie.
Abordarile moderne au permis obtinerea unor randamente ridicate de compusi bioactivi,
reducand totodata consumul de solventi, in acord cu principiile chimiei verzi. Testele
desfasurate la scara marita au confirmat ca tehnologiile optimizate la nivel de laborator
pot fi transferate spre conditii mai apropiate de aplicarea industriala, chiar daca
randamentul inregistreaza o reducere moderata, dar acceptabila, pe masura cresterii
volumului de lucru.

Componenta de autenticitate si siguranta alimentara a adus un aport important prin
dezvoltarea unor instrumente de trasabilitate: amprentarea elementala si izotopica a
tescovinei permite diferentierea originii materiei prime si constituie un mijloc robust de
prevenire a fraudelor alimentare. In paralel, analizele microbiologice au confirmat ca
probele analizate se incadreaza in limitele admise de legislatie, fara o contaminare
relevanta cu microorganisme patogene, ceea ce sustine siguranta utilizarii tescovinei ca
ingredient alimentar.

Testele de valorificare alimentara au vizat in principal suplimentarea iaurtului cu
subproduse din prelucrarea strugurilor. Rezultatele au aratat efecte notabile asupra
activitatii antioxidante, aceasta crescand de 3,8 pana la 5,2 ori fata de probele martor,
in timp ce influentele asupra sinerezei si proprietatilor reologice s-au mentinut in limite
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controlate, fara a compromite acceptabilitatea produsului. Complementar, studiul
digestiei in vitro a confirmat ca o parte semnificativa a compusilor fenolici din tescovina
este eliberata progresiv pe parcursul tranzitului gastrointestinal simulat, cu pastrarea
unei proportii importante a capacitatii antioxidante initiale — un indiciu favorabil in
privinta biodisponibilitatii acestor compusi.

Dincolo de aplicatiile alimentare, au fost explorate si directii complementare de
valorificare, care extind aria de utilitate a acestor subproduse:

formularea de biopesticide si biofertilizanti din extractele polifenolice, cu potential
dual, atat in protectia culturilor, cat si in stimularea cresterii plantelor;

evaluarea potentialului metanogen al subproduselor din viticultura si vinificatie, ca
resursa pentru valorificare energetica.

Aceste rezultate sustin fezabilitatea unui model de tip ,zero deseuri® pentru
industria vitivinicola, in care subprodusele sunt reintroduse in circuitul economic sub
forma de produse cu valoare adaugata.

In ansamblu, rezultatele obtinute confirma faptul ca tescovina de struguri
reprezinta o resursa secundara valoroasa si sustenabila, iar tehnologiile dezvoltate si
optimizate in cadrul acestei activitati ofera o baza solida pentru dezvoltarea celui de-al
doilea ingredient alimentar functional propus prin proiect. Dincolo de rezultatul tehnic
imediat, activitatea contribuie la reducerea impactului asupra mediului si la promovarea
principiilor economiei circulare in lantul valoric al industriei vitivinicole.
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15. Echipa de experti care a participat la elaborarea documentului

Nume, prenume

Functia in proiect

Contributia la activitate

IBA

Anghel Mihaela

Cercetator - expert

Determinari privind fezabilitatea utilizarii
tescovinei de struguri ca materie prima
pentru dezvoltarea produselor alimentare
functionale si sustenabile

Susman lulia

Cercetator - expert

Determinari privind fezabilitatea utilizarii
tescovinei de struguri ca materie prima
pentru dezvoltarea produselor alimentare
functionale si sustenabile

Nicolcioiu Bogdan

Cercetator - expert

Determinari privind fezabilitatea utilizarii
tescovinei de struguri ca materie prima
pentru dezvoltarea produselor alimentare
functionale si sustenabile

Criveanu
Stamatie
Gabriela

Cercetator - expert

Determinari privind fezabilitatea utilizarii
tescovinei de struguri ca materie prima
pentru dezvoltarea produselor alimentare
functionale si sustenabile

Cucu Serban

Cercetator - expert

Determinari privind fezabilitatea utilizarii
tescovinei de struguri ca materie prima
pentru dezvoltarea produselor alimentare
functionale si  sustenabile, redactare
material

ICIA

Becze Anca

Cercetator - expert

Studiu privind eliberarea aparenta a
compusilor fenolici din tescovina de struguri
in timpul digestiei in vitro

Tudor Blaga

Cercetator - expert

Studiu privind eliberarea aparenta a
compusilor fenolici din tescovina de struguri
in timpul digestiei in vitro

Studiu privind eliberarea aparenta a

Oana Cadar Cercetator - expert | compusilor fenolici din tescovina de struguri
in timpul digestiei in vitro
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Studiu privind eliberarea aparenta a
Socaciu Nicoleta c it ¢ Aconij§1lor_feno!1§1.dm.tescovma de struguri
Bianca ercetator - expert | in timpul digestiei in vitro
Evaluarea stabilitatii tescovinei de struguri
Simedru Dorina Cercetator - expert | Evaluarea stabilitatii tescovinei de struguri

ITIM

Dehelean Adriana | Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

Puscas Romulus Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

David Maria Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

Magdas Ariana Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

Cristea Gabriela Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

Petrica Nicoleta Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
elementala si amprentare izotopica

Magdas Dana Cercetator - expert | Analize instrumentale avansate analiza
Alina elementala si amprentare izotopica,
redactare material
USvT

Tulcan Camelia Cercetator - expert | Coordonare activitate A3.2. pregatirea
livrabilului I.M.3.6

Organizare workshop 28.05.2025

Radulov Isidora Cercetator - expert | Contributii la derularea procedurii de
achizitie a celor 2 echipamente necesare
realizarii activitatilor proiectului, conform
Strategiei de achizitie (analiza din punct de
vedere tehnic a ofertelor de echipamente si
a raspunsurilor la clarificarile solicitate);
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Contributii la cercetari privind optimizarea
procesului de uscare a tecovinei.
Obtinerea extractului din faina de tescovina
prin extractie asistata de microunde
Dobrei Alin Cercetator - expert | Asigurare subprodus tescovina.
Contributii la conditionarea ingredientului
tescovina de struguri Redactare IM3.6-
Raport experimental de obtinere a unui
ingredient alimentar
Tripon Roberta Asistent de Uscare si macinare tescovina. Pregatire

cercetare material pentru stocare si livrare catre
partener. Elaborare IM3.6

Obtinerea extractului din faina de tescovina
prin extractie asistata de microunde

Contributii la derularea procedurii de
achizitie a celor 2 echipamente necesare
realizarii activitatilor proiectului, conform
Strategiei de achizitie (participare la
receptie, instalare, instruire);

Berbecea Adina Cercetator - expert | Contributii la conditionarea ingredientului
tescovina de struguri

Obtinerea extractului din faina de tescovina
prin extractie asistata de microunde

Redactare material IM 3.6.

Vintila Teodor Cercetator - expert | Contributie capitol Identificarea
subproduselor din viticultura si vinificatie si
evaluare potential metanogen

Identificarea de apeluri pentru valorificarea
ingredientelor alimentare obtinute in cadrul
bioeconomiei circulare

INMA

Vladut Valentin Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici din
tescovina prin percolare asistata de
ultrasunete si valorificarea acestora fin
formularea de biopesticide
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Matache Andreea | Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din
tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii
bioactive

Mircea Costin Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din
tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii
bioactive

Nae Gheorghe Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici din
tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii
bioactive

Oprescu Remus Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din
tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii
bioactive

Persu Catalin Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din
tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii

bioactive

Pruteanu Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din

Augustina tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii
bioactive

Sorica Cristian Cercetator - expert | Extractia compusilor polifenolici  din

tescovina de struguri si analiza potentialului
de utilizare in dezvoltarea de solutii

bioactive
USAMVB
Israel-Roming Cercetator - expert | Contributii la derularea procedurii de
Florentina achizitie a celor 3 echipamente necesare

realizarii activitatilor proiectului, conform
Strategiei de achizitie (analiza din punct de
vedere tehnic a ofertelor de echipamente si
a raspunsurilor la clarificarile solicitate);
stabilirea schemei de prelucrare a
tescovinei pentru obtinerea celui de al
doilea ingredient alimentar si analiza
rezultatelor obtinute
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Balan Daniela Cercetator - expert | Contributii la derularea procedurii de
achizitie a celor 3 echipamente necesare
realizarii activitatilor proiectului, conform
Strategiei de achizitie (analiza din punct de
vedere tehnic a ofertelor de echipamente si
a raspunsurilor la clarificarile solicitate);
Cercetari privind optimizarea procesului de
uscare a tescovinei din struguri din soiul
Feteasca Alba, in vederea stabilirii schemei
de prelucrare a acesteia pentru obtinerea
celui de al doilea ingredient alimentar

Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar

functional
Gherghina Cercetator - expert | Cercetari privind optimizarea procesului de
Evelina uscare a tecovinei din struguri din soiul

Riesling, in vederea stabilirii schemei de
prelucrare a acesteia pentru obtinerea celui
de al doilea ingredient alimentar
Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional

Optimizarea proceselor de obtinere extracte
polifenolice si ridicare la scara cu valorificarea
reziduurilor

Popa Aglaia Cercetator - expert | Cercetari privind optimizarea procesului de
uscare a tescovinei din struguri din soiul
Feteasca Neagra, in vederea stabilirii
schemei de prelucrare a acesteia pentru
obtinerea celui de al doilea ingredient
alimentar

Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar

functional
Pascariu Oana Cercetator - expert | Adaptarea si testarea metodei de dozare a
Elena compusilor fenolici totali din tescovina de

struguri albi si rosii; Teste privind relizarea
de pulbere din pielite de struguri din
tescovina din soiul Feteasca Alba si Riesling,
in vederea stabilirii schemei de prelucrare a
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acesteia pentru obtinerea celui de al doilea
ingredient alimentar
lon Violeta Cercetator - expert | Analiza prezentei pesticidelor in tescovina
Alexandra de tomate, in vederea caracterizarii

primului ingredient alimentar
Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional

Optimizarea proceselor de obtinere extracte
polifenolice si ridicare la scara cu valorificarea
reziduurilor

Lixandru Dragos Cercetator - expert | Preparare reactivi pentru testarea metodei
de dozare a compusilor fenolici totali din
tescovina de struguri

Danila Elena Cercetator - expert | Pregatire probe si spalare sticlarie pentru
testarea metodei de dozare a compusilor
fenolici totali din tescovina de struguri;
Separare pielite de struguri din tescoving;
Macinarea si ambalarea tescovinei integrale
si a pielitelor de struguri dupa uscare
Optimizarea proceselor de obtinere extracte
polifenolice si ridicare la scara cu valorificarea
reziduurilor

Dobrin Aurora Cercetator - expert | Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional

Optimizarea proceselor de obtinere extracte
polifenolice si ridicare la scara cu valorificarea

reziduurilor
Bujor Nenita Cercetator - expert | Caracterizarea fitochimica, elementala si
Oana toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional

Optimizarea proceselor de obtinere extracte
polifenolice si ridicare la scara cu valorificarea
reziduurilor

Zugravu Mihaela Cercetator - expert | Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional
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Danaila Elena Cercetator - expert | Caracterizarea fitochimica, elementala si
toxicologica a tescovinei de struguri in
vederea selectiei ca ingredient alimentar
functional

Casian Hellene Cercetator - expert | Optimizarea proceselor de obtinere
extracte polifenolice si ridicare la scara cu
valorificarea reziduurilor

UDJG
Turtoi Maria Cercetator - expert | Pregatire livrabil partial din partea P6-UDJG
(corectura, integrare documente,
verificare)
Instrumente biotehnologice de modulare a
functionalitatii subproduselor Si

ingredientelor obtinute

Verificarea si integrarea, in Raportul de
progres RP7-UDJG, a studiului ,Analiza
bioinformatica a compusilor biologic activi
din tescovina”

Comunicare cu responsabil de activitate

USVT
Aprodu luliana | Cercetator - expert | Instrumente biotehnologice de modulare a
functionalitatii subproduselor Si

ingredientelor obtinute

Coordonarea realizarii studiului ,,Analiza
bioinformatica a compusilor biologic activi
din tescovina”

Constantin Oana | Cercetator - expert | Instrumente biotehnologice de modulare a
Emilia functionalitatii subproduselor Si

ingredientelor obtinute

Analiza microbiologica a probelor de faina

de tescovina din struguri albi si struguri rosii

primite de la partenerul P3-USV Timisoara

Patrascu Livia Cercetator - expert | Instrumente biotehnologice de modulare a

functionalitatii subproduselor Si
ingredientelor obtinute

Vasilean Ina Cercetator - expert | Instrumente biotehnologice de modulare a
functionalitatii subproduselor Si
ingredientelor obtinute

Bari Daniela Asistent de Realizarea studiului ,,Analiza bioinformatica

cercetare a compusilor biologic activi din tescovina”
UB
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Curutiu Carmen | Cercetator - expert | Caracterizarea tescovinei (parametri fizico-
chimici); analize bioactive (polifenoli,
antociani);  contributii la  evaluarea
efectelor asupra sanatatii

Evaluarea incarcaturii  microbiene a
pulberilor vegetale prin metode standard
adaptate, cu raportarea la criteriile
Ordinului nr. 27/2011.

Ispas Bogdan Cercetator - expert | Caracterizarea tescovinei (parametri fizico-
chimici); analize bioactive (polifenoli,
antociani);  contributii la  evaluarea
efectelor asupra sanatatii

Evaluarea incarcaturii  microbiene a
pulberilor vegetale prin metode standard
adaptate, cu raportarea la criteriile
Ordinului nr. 27/2011.

Gradisteanu Cercetator - expert | Caracterizarea tescovinei (parametri fizico-

Gratiela chimici); analize bioactive (polifenoli,
antociani);  contributii la  evaluarea
efectelor asupra sanatatii
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