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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Scopul tezei de doctorat consta in extractia si purificarea resveratrolului din deseurile de
vita de vie In vederea obtinerii unui preparat de resveratrol de puritate Tnalta destinat industriei
alimentare si celei de medicamente.

Cercetarile realizate in vederea indeplinirii scopului propus au vizat urmétoarele

obiective:

e Realizarea unui studiu al literaturii de specialitate referitor la stadiul actual al

cercetdrilor cu privire la metodele de extractie si purificare a resveratrolului din deseuri

viticole.

e Studierea si analizarea deseurilor de vita de vie din diferite soiuri recoltate in perioade

diferite in vederea determindrii factorilor care influenteaza concentratia de resveratrol.

e Determinarea modului de crestere a concentratiei de resveratrol in lastarii de vitd de vie

n perioada post-taiere.

e Optimizarea parametrilor de extractie a resveratrolului din lastarii de vitd de vie in

vederea stabilirii parametrilor optimi ce vor genera randamentul cel mai mare.

e Dezvoltarea si testarea unor metode si materiale specializate destinate purificdrii

resveratrolului din extractele obtinute.

Cuvinte cheie:
Resveratrol, lastari de vitd de vie, extractie, purificare, suplimente alimentare

Teza de doctorat intitulatd ,, CERCETARI SI CONTRIBUTII PRIVIND FOLOSIREA
DESEURILOR VITICOLE LA OBTINEREA RESVERATROLULUI DE INALTA
PURITATE DESTINAT INDUSTRIEI ALIMENTARE SI CELEI DE MEDICAMENTE”
cuprinde un numar de 8 capitole, in care ultimul capitol este destinat Concluziilor generale,
lista de abrevieri, referinte bibliografice si o lista de lucrari publicate sau sustinute la manifestari
stiintifice din tara si din strainatate.

Capitolul I prezintd Studiul si analiza stadiului actual privind caracterul antioxidant
avansat al resveratrolului si metode performante de obtinere a acestuia.

1.1. Etapele dezvoltarii suplimentelor de resveratrol
Resveratrolul (3,4',5-trihidroxistilbend) este un compus fenolic natural de origine

vegetald. Acesta apartine categoriei stilbenelor, care sunt metaboliti secundari ai plantelor cu
un ,,schelet de stilbend” care cuprinde doua inele aromatice legate de o alchena (figura 1.2)

[Pi,’18a]
OH
O HO § O
~ ®

OH

a) b)

Fig. 1.1. Scheletul de stilbena (a) si structura chimica a resveratrolului (b)
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Tn tabelul 1.1 sunt prezentate elementele de identificare, proprietitile fizice si datele
tehnice de securitate a resveratrolului.

Tabel 1.1. Elemente de identificare, proprietati fizice si date tehnice de securitate a
resveratrolului

Resveratrol
Elemente de identificare
Alte denumiri trans-3,5,4'-Trihydroxystilbene
3, 4'5-Stilbenetriol
trans-Resveratrol
(E)-5(p-Hydroxystyryl)resorcinol
(E)-5-(4-hydroxystyryl)benzene-1,3-diol

Numar CAS 501-36-0
Proprietati fizico-chimice
Formula chimica C14H1203
Masa molara 228,25 g/mol
Aspect Pulbere alba cu nuante usor gilbui
Punct de fierbere 528 °C
Punct de topire 261-263 °C ( 502-505 °F, 534-536 °K)
Solubilitate in apa 0,03 g/l
Solubilitate Tn dimetilsulfoxid 16 g/l
Solubilitate Tn etanol 50 g/l
UV-Vis (Amax) 304 nm (trans-resveratrol, in solutie aposa)

286 nm (cis-resveratrol, in solutie apoasa)
Date tehnice de securitate

Fraze de risc R36 — Iritant pentru ochi

Fraze de siguranta S26 — In cazul contactului cu ochii, spalati
imediat cu multd apa si consultati medicul.

Doza letala LD50 5299

S-a constatat ca unele plante sintetizeaza resveratrolul ca raspuns la diferiti factori de stres
(lezare, expunere la doze ridicate de radiatii ultraviolete, parazitare fungica etc). Acesta se
gaseste in ambele forme stereoizomerice (Cis in cantitati foarte mici si trans cel mai prezent) si
este liposolubil [Bi1,’18].

In ceea ce priveste alimentele, substanta se giseste in struguri (doar in coaja si in cantitati
diferite in functie de soi, regiune si expunerea la infectii fungice) [Ec,’96], alune, fructe de
padure din familia Vaccinum (coacéze rosii si negre, afine si merisoare).

Resveratrolul este, de asemenea prezent in vinuri, in special in vinurile rosii i in cantitate
mult mai mica in vinurile albe [Al,’14a]. Acest lucru se datoreaza faptului cd in procesul de
obtinere al vinului alb pielita strugurilor este indepartatd mai devreme [Fa,’18b]. Resveratrolul
se gaseste in cantitdti diferite in struguri si vita de vie, cea mai mare cantitate fiind in tulpina,
urmata de pielita strugurilor, seminte si pulpa [He,”12b].

Primul articol care face referire la resveratrol a aparut inca din anul 1939. Prezenta
resveratrolului in vinul rosu a fost descoperita pentru prima data de cercetatorii Universitatii
Cornell, Siemann si Creasy, in 1992 [Si,’92]. Aceasta descoperire a legat compusul de faimosul
,paradox francez”, un termen derivat din cercetarea epidemiologica care a aratat ca rata
mortalitatii datorata bolilor cardiovasculare era semnificativ mai mica la populatia franceza in
comparatie cu alte tari europene, in ciuda consumului lor mai mare de colesterol si grasimi
animale saturate [Ri,'81]. Investigatiile ulterioare au sugerat ca riscurile mai mici ale bolilor
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cardiovasculare ar putea fi atribuite obiceiului de a consuma mai des vin rosu in randul
francezilor [OL’01].

Produsul este deja disponibil pe piatd sub diferite forme. Piata acestui supliment este in
continud crestere deoarece cererea este mai mare decat oferta, acest produs avand utilizari in
industria farmaceutica, cosmetica si alimentara [Am,’12]. Datorita cererii in continua crestere
a suplimentelor de resveratrol, interesul cercetdtorilor privind extractia si purificarea
resveratrolului din deseurile rezultate din industria vinului a crescut, astfel aceastd noud
oportunitate de valorificare a deseurilor a fost intens studiata in ultimii ani.

1.2. Efectele benefice ale resveratrolului asupra sanatatii

Activitatea biologica ridicatd a produselor naturale din plante si-a castigat locul in
practicile medicinale traditionale ale multor culturi, triburi si civilizatii de-a lungul secolelor.
Printre compusii care se intdlnesc in mod natural in plante, s-a demonstrat ca resveratrolul in
particular conferd efecte benefice sdnatatii umane si bundstarii prin modularea unei varietati de
cai metabolice si enzimatice diferite in organism [Ga,’15]. Efectele benefice ale resveratrolului
precum si caile metabolice prin care actioneaza sunt exemplificate in graficul din figura 1.4.

Antioxidant
Antiviral Antiinflamator

"

4 )
Protectie impotriva Protectie impotriva
ischemiei ‘ ‘ infectiilor
\, J
Resveratrol
4 N

Previne imbatranirea
) "I\ )

Reduce obezitatea

Protectie impotriva

i |4
cancerului l ‘

Cardioprotector

Neuroprotector

Fig. 1.2. Efectele benefice ale resveratrolului
1.3. Valorificarea deseurilor de vita de vie pentru extractia resveratrolului

Datoritd faptului ca resveratrolul este o fitoalexina naturald, acesta este sintetizat de o
multitudine de plante, aproximativ 700 specii [Bo,’01]. Deoarece cantitatea de resveratrol
sintetizat de catre plante variaza in limite largi, doar cateva plante prezinta interes in vederea
extragerii si purificarii acestuia pentru obtinerea de suplimente alimentare [Mo,’17]. Cele mai
conoscute plante cu un continut semnificativ de resveratrol sunt vita de vie (Vitis vinifera) si
trestia japoneza (Polygonum cuspidatum) [Pa,’13].

Studiile recente Tn domeniu au identificat si alte plante care contin resveratrol, cum ar fi
cateva specii de molid: Picea mariana, Picea abies, Picea glauca, Picea sichensis, alunele

10
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(Arachis hypogaea) [Ch,’03], leguminoasele (Cassia spp.), eucaliptul (Eucalyptus globulus) si
altele (tabel 1.2).

Arbore de orhidee
fluture
Bauhinea spp.

s e

Arahide Jackfruit Leguminoase
Arachis hypogea Artocarpus spp. Cassia spp.

Eucalipt ) Gnetum Dude - Molid
Eucalyptus globulus ~ Gnetum montanum ~ Morus rubra Picea spp.

9 '1
B,
K

Trestie japoneza
Polygonum
cuspidatum

Pin
Pinus sylvestris

Revent Afine
Rheum rhaponticum Vaccinum spp.

Merisoare Steregoaie Vita de vie
Vaccinum spp. Veratrum spp. Veratrum spp. Vitis vinifera

11
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1.4. Continutul de resveratrol din deseurile de vita de vie

Multe dintre preparatele comerciale ale resveratrolului sunt extrase din radacina de trestie
japoneza (Polygonum cuspidatum) si variaza in limite largi ca grad de puritate.

Polygonum cuspidatum (Polygonaceae) este o planta perena raspandita pe scara larga in
China, Japonia si Coreea si, de asemenea, in toatd America de Nord. Radacinile uscate ale
acestei plante au fost folosite in mod traditional in China si Japonia ca remedii populare pe baza
de plante pentru tratamentul aterosclerozei, tusei, astmului, hipertensiunii arteriale si chiar a
cancerului [Va,’00].

Concentratia de resveratrol din trestia japoneza variaza in limite largi si poate ajunge pana
la 3,82 mg/g s.u. atunci cand se extrage forma sa liberd [Ku,’13]. Concentratii mai mari de
resveratrol pot fi obtinute din rddacinile acestei plante prin extractia si hidroliza formei
glicozidice a resveratrolului, si anume a polidatinei, care este prezenti in planti. In acest scop
au fost dezvolate mai multe tehnici de hidroliza si extractie a resveratrolului. Mantegna et al.
(2012) au realizat extractia apoasa asistata cu ultrasunete si incapsularea cu ciclodextrine
ajungand la 7,51 mg resveratrol total (glucozid polidatin liber + scindat) pe gram de planta
uscatd [Ma,’12a].

Extractia resveratrolului din Polygonum cuspidatum este complicatd si costisitoare
datoritd necesarului mare de solventi organici pentru extractia si hidroliza glicozidei sale
corespunzatoare, si anume polidatina. Sun et al. (2021) au realizat o metoda bazata pe extractia
cu solvent eutectic profund pentru extractia si conversia simultana a polidatinei in resveratrol,
ajungand la o concentratie de 12,26 + 0,14 mg/g s.u. [Su,’21]. Wang et al. (2021) au efectuat
extractia si conversia simultand a resveratrolului prin aceeasi metoda, cu solvent eutectic
profund acidic natural, obtindnd un extract cu concentratia de 12,31 mg/g s.u. [Wa,’21].

Unele studii demonstreaza ca un compus suplimentar cum ar fi emodina este prezent in
extractele de resveratrol nepurificate sau purificate partial, si ar putea avea efect laxativ [Sr,”07].

Deoarece planta prospera chiar si in medii puternic poluate cu soluri contaminate cu
metale grele, absorbtia celulard a acestor contaminanti de cétre tesuturile radacinii ridica
probleme suplimentare cu privire la siguranta preparatelor comerciale de resveratrol obtinute
din radacinile acestei plante [Be,’14] [No,’63].

O alta sursa reprezentativa pentru extractia acestui compus valoros este reprezentata de
deseurile rezultate din industria vinului, care contine resveratrol in cantitati ridicate. Studiile
recente au demonstrat prezenta acestui compus in cantitate ridicata in diferite subproduse
rezultate din industria vinului, cum ar fi: deseurile lemnoase rezultate de la toaletarea vitei de
vie, tescovina de struguri si ciorchinii rezultati in urma tehnologiei de fabricare a vinului
[Aa,’03].

Viticultura este una dintre cele mai importante activitati agricole din lume, cu aproximativ
7,4 milioane hectare cultivate in lume Tn 2018 dintre care 4,3 milioane hectare sunt cultivate in
Europa. Prima tara este reprezentatd de Spania, cu o suprafatd de 969000 hectare, urmata de
China cu 875000 hectare si Franta cu 793000 hectare. Romania se afla pe locul 10 in lume ca
suprafata cultivata cu vita de vie, aproximativ 180000 hectare. Un sfert din judetele in care se
cultivd vitd de vie concetreaza peste 65% din suprafata totala, Vrancea fiind judetul cu cea mai
mare suprafatd cultivatd [*].

Media anuald de subproduse rezultate de la curatarea vitei de vie este de 1,3 kg material
lemnos/butuc vie, de unde rezulti 2x107 tone material lemnos recoltat anual Tn lume. Tn prezent
singura utilizare a acestor deseuri este folosirea lor ca ingrasamant pentru vita de vie, prin
macinare si distribuire pe plantatiile de vita de vie [Ce,’17].

Compozitia chimica a lastarilor de vita de vie se caracterizeaza printr-o fractie de
holoceluloza de aproximativ 55,1% (31,9% a-celuloza si 23,2% hemiceluloza) si o alta fractie
de lignina, de aproximativ 38,5%. Cea mai importanta fractie este fractia minord, reprezentata

12
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de compusii fenolici si volatili, dintre care stilbenele reprezintd compusii cei mai cdutati in
industria alimentara, farmaceutica si cosmetica [Ce,’17].

Datorita cererii tot mai mari de resveratrol pentru obtinerea de suplimente alimentare,
cercetatorii din multe tari si-au Indreptat atentia asupra deseurilor rezultate in urma tehnologiei
de fabricare a vinului [Sa,’13].

Capitolul 11, Cercetari experimentale privind analiza continutului de resveratrol din
vinurile comerciale romanesti, prezinta rezultatele studiilor efectuate asupra continutului de
resveratrol din vinurile roménesti.

Resveratrolul (trans-3,5,4'-trihidroxistilbena) este o fitoalexina produsd in mod natural
de 72 de specii diferite de plante, in special de vita de vie, trestia japoneza si pinul, ca raspuns
la unii factori exogeni, cum ar fi radiatiile UV, stresul chimic si parazitii fungici. Odata cu
descoperirea ,,paradoxului francez”, resveratrolul a intrat in atentia cercetatorilor. ,,Paradoxul
francez” este un termen generat in 1992 care se referd la efectele cardioprotectoare ale
resveratrolului descoperite pe baza datelor de la francezi care au aratat o corelatie inversa intre
consumul de vin si incidenta bolilor coronariene in ciuda unei diete bogate in grasimi saturate.
Scopul prezentului studiu este de a determina continutul de trans-resveratrol din 11 probe de
vin comerciale romanesti prin injectare directa in cromatograful HPLC cuplat cu detector cu sir
de fotodiode DAD, dupa ce a fost filtrat prin filtre cu membrana PTFE de 0,45 pm.

Concentratia de trans-resveratrol din vinuri a variat intre 0,04 si 6,64 mg/l. Toate
rezultatele sunt prezentate n tabelul 2.1. Concentratia de resveratrol este mult mai mare la
vinurile rosii decat la cele albe, iar continutul de resveratrol din vinurile rosé este cuprins intre
cele doua valori. De asemenea, se poate observa ca nivelul de resveratrol din vinurile produse
din acelasi soi de struguri poate varia foarte mult (pentru Pinot Noir 3,14 si 6,64 mg/1) [Cr,’21b].
Datorita faptului ca nivelul de resveratrol este influentat de diversi factori (clima, temperatura,
conditii de crestere, iradiere UV, expunerea la infectii fungice si bacteriene si tehnologia de
productie), aceste rezultate sunt justificate [Mc,’94]. Dupa cum se poate observa in tabelul 2.2,
cel mai mare continut de trans-resveratrol se géseste in vinul din soiul Pinot Noir — Rosu 4, iar
cel mai mic continut este in vinul din soiul Sauvignon Blanc — Alb 3. Continutul mediu de
trans-resveratrol in vinurile rosii este de 4,31 mg/l, iar in vinurile albe este de 0,07 mg/l. Aceste
rezultate sunt similare cu cele raportate anterior pentru vinurile romanesti (tabel 2.1) [Je,’95].

Tabel 2.1. Continutul de trans-resveratrol in vinurile comerciale romanesti

. Continut de trans-resveratrol
Probe de vin ’
(mg/l)

Rosu 1 — Pinot Noir 3,14 (0,20)
Rosu 2 — Merlot 6,17 (0,41)
Rosu 3 — Cabernet Sauvignon 2,39 (0,16)
Rosu 4 — Pinot Noir 6,64 (0,26)
Rosu 5 — Feteasca Neagra 3,91 (0,14)
Rosu 6 — Merlot 5,42 (0,38)
Rosu 7 — Cabernet Sauvignon 2,50 (0,10)
Alb 1 — Sauvignon Blanc 0,04 (0,01)
Alb 2 — Grasa de Cotnari 0,14 (0,02)
Alb 3 — Sauvignon Blanc 0,03 (0,01)
Rosé — Merlot Rosé 0,32 (0,02)

Concentratia de resveratrol din vin este influentatd de o multitudine de factori (climat,
temperaturd, conditii de crestere, iradiere UV, expunere la infectii fungice si bacteriene si
tehnologia de productie) [Go,’95], iar concentratia acestuia poate fi diferita chiar daca analiza
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se efectueaza pe un sortiment de vin produs din acelasi soi de struguri si in aceleasi conditii,
dar materia prima este recoltatd in ani diferiti [So,’01].

Capitolul 111, Cercetari experimentale privind analiza continutului de resveratrol din
deseuri de vita de vie de diferite soiuri reprezintd evaluarea potentialului ca sursa naturald de
trans-resveratrol a lastarilor de vitd de vie din zece soiuri de struguri (Feteasca Albd, Feteasca
Neagra, Muscat Ottonel, Muscat de Hamburg, Tamaioasa, Coarnd Neagra, Merlot, Cabernet
Sauvignon, Feteascd Regald si Burgund Mare) din doua locatii diferite. Pentru a atinge acest
obiectiv, au fost testati doi solventi de extractie diferiti, doua perioade de depozitare diferite,
trei timpi diferiti de recoltare a probelor in doi ani diferiti. A fost analizata si o posibila corelatie
intre tipul de vita de vie (rosu sau alb) si continutul de trans-resveratrol.

3.1. Probe de lastari de vita de vie

Un numar de 15 probe de lastari de vita de vie au fost colectate din doud regiuni diferite.
Dintre acestea, 4 probe au fost recoltate din regiunea Stefanesti, judetul Arges, la 30 mai 2019:
Vitis vinifera (Merlot, Feteasca Regala, Cabernet Sauvignon si Burgund Mare) si 11 probe au
fost recoltate din regiunea Cotnari, judetul lasi. Din cele 11 probe, 3 probe au fost recoltate la
07 octombrie 2019: Vitis vinifera (Feteasca Alba, Muscat de Hamburg si Muscat Ottonel), 4
probe au fost colectate la 22 mai 2020: Tamaioasa, Feteascd Alba, Coarnd Neagra si Muscat
Ottonel si 4 probe au fost colectate pe 07 noiembrie 2020: Muscat Ottonel, Feteasca Alba,
Feteasca Neagra si Coarna Neagra.

3.2. Randamentul extractiei cu solvent

Dupa cum se poate observa in tabelul 3.1, solventul dietil-eter:etanol in raport de 1:4 a
avut un randament de extractie mai mare 1n toate cazurile. Cresterea cantitatii de resveratrol
extrase a variat de la 5% (pentru Feteasca Alba de la 0,20 mg/kg s.u. cu metanol 80% pana la
0,21 mg/kg s.u.) pana la 1569% (pentru Tamaioasa de la 0,36 mg/kg s.u. pana la 6,01 mg/kg
s.u.).

Tabel 3.1. Continutul de resveratrol al probelor recoltate din aceeasi zona (regiunea Cotnari,
judetul Iasi) extrase cu metanol 80% si dietil-eter:etanol Tn raport de 1:4

Solvent de extractie
Dietil-eter:etanol n Timp de

Soi (rex/gff?i?l?(!??r?g/kg raport de 1:4 depozitare a

s.u.)’ (resveratro)l, mg/kg probelor

S.u.

Feteasca Alba 107,09 178,65
Muscat Ottonel 58,96 106,66 e A
Muscat de 12 saptdmani

51,27 106,99
Hamburg
Tamaioasa 0,36 6,01
Coarna Neagra 1,42 1,57 6 siptimani
Muscat Ottonel 1,51 12,52
Feteasca Alba 0,37 1,89
Tamaioasa 0,35 1,15
Coarnd Neagra 0,21 0,28 12 saptimani
Muscat Ottonel 0,24 0,66
Feteasca Alba 0,20 0,21
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Feteasca Neagra 374,03 1676,39
Feteasca Alba 113,18 604,73 6 siptimani
Muscat Ottonel 525,04 735,76
Coarnd Neagra 89,14 468,91
Feteasca Neagra 820,26 2367,37
Feteasca Alba 92,98 524,37 12 saptimani
Muscat Ottonel 315,19 525,04
Coarnd Neagra 157,19 261,21

3.3.2. Influenta timpului de pastrare asupra continutului de resveratrol

Publicatiile recente au dat nastere la ipoteza ca trans-resveratrolul se acumuleaza in
deseurile de vita de vie in timpul depozitarii post-recoltare [Go,”14] [Ho,”15b]. Houill¢ et al.
(2015) au raportat o crestere puternica, de aproximativ 40 de ori, a concentratiei monomerului
trans-resveratrol in primele 6 saptamani de depozitare la 20 °C a lastarilor de vitd de vie taiati.
Acest fenomen observat la 8 soiuri diferite s-a datorat inducerii metabolismului stilbenoid
[Ho,”15b]. Tabelul 3.2 prezinta concentratiile de resveratrol in lastari de vita de vie dupa 6 si
12 saptdmani de depozitare.

Tabelul 3.2. Continutul de resveratrol al probelor de lastarii de vita de vie dupa 6 si 12
saptdmani de depozitare la 20 °C extras cu metanol 80%

Timp de depozitare
Soi 6 saptamani 12 saptamani Set de probe
(resveratrol, mg/kg | (resveratrol, mg/kg

s.u.) s.u.)
Merlot 17,82 29,28
Cabernet Sauvignon 20,58 23,39 |
Feteasca Regala 17,74 3,13
Burgund Mare 6,75 4,43
Tamaioasa 0,36 0,35
Muscat Ottonel 12,52 0,24 i
Coarnd Neagra 1,42 0,21
Feteasca Alba 0,37 0,20
Feteasca Neagra 374,03 820,26
Feteasca Alba 113,03 92,98 ;
Muscat Ottonel 149,98 315,48
Coarna Neagra 89,14 157,19

Cresterea concentratiei de resveratrol se inregistreaza pentru 5 probe, variind intre 64%
(pentru Merlot de la 17,82 mg/kg s.u. pand la 29,28 mg/kg s.u.) si 119% (pentru Feteasca
Neagra de la 374,03 mg/kg s.u. pana la 820,26 mg/kg s.u.), iar scaderea concentratiei de
resveratrol se inregistreaza pentru 7 probe, variind intre 2,78% (pentru Tamaioasa de la 0,36
mg/kg s.u. pand la 0,35 mg/kg s.u.) si 98% (pentru Muscat Ottonel de la 12,52 mg/kg s.u. pana
la 0,24 mg/kg s.u.). Ewald et al. (2017) au raportat o crestere semnificativa (400 pana la 1400%)
a trans-resveratrolului pe parcursul celor 6 luni de depozitare. Dupa incd 6 luni de depozitare,
continutul de trans-resveratrolul a scazut in toate probele de lastari, cu exceptia soiului Regent
[Ew,’17]. Faptul ca depozitarea post-taiere a lastarilor de vita de vie are un impact direct asupra
concentratiei de trans-resveratrol este confirmat de studiul realizat de Cebrian et al. (2017), care
au raportat o crestere semnificativd a acestui monomer in primele 3 luni de depozitare pentru
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soiul Airén (de la 77,10 pana la 151,60 mg/kg s.u.) si Cencibel (de la 50,41 pana la 224,83
mg/kg s.u.) [Ce,’17].

3.3.3. Influenta perioadei de colectare

Concentratia de resveratrol din cele 3 seturi de probe de lastari de vita de vie a variat
considerabil, asa cum se poate observa in tabelul 3.3, cele mai mari concentratii fiind
inregistrate pentru setul de probe colectate in noiembrie 2020. Cele mai scazute concentratii au
fost determinate pentru setul de probe colectate Tn mai 2020. Influenta timpului de recoltare
este evident pentru soiul Feteascd Alba si Muscat Ottonel. Sezonul de recoltare cel mai
nefavorabil ar fi primavara, obtinandu-se cele mai mici valori ale continutului de resveratrol.
Sezonul cel mai favorabil este toamna, mai ales luna noiembrie [Cr,’22b].

Tabel 3.3. Continutul de resveratrol pentru probele de lastari de vita de vie prelevate din
aceeasi zond (regiunea Cotnari, judetul lasi) extrase cu dietil-eter:etanol in raport de 1:4 dupa
12 saptamani de depozitare

07 Octombrie 2019 (1) 22 Mai 2020 (111) 07 Noiembrie 2020 (1V)
Soi Resveratrol Soi Resveratrol Soi Resveratrol
(mg/kg s.u.) (mg/kg s.u.) (mg/kg s.u.)
Feteasca Feteasca Feteasca
Albd 178,65 Albs 0,51 Alba 524,37
Muscat Muscat Muscat
Ottonel 109,66 Ottonel 0,66 Ottonel 525,04
Muscat de 106,66 Coarnc:L 0,28 Coarnail 261.21
Hamburg Neagra Neagra
Tamaioasi 115 | Feteasca 236737
Neagra

3.3.4. Influenta varietatii

Vinurile rosii, in general, contin o cantitate mare de trans-resveratrol, in timp ce in
vinurile albe trans-resveratrolul apare in cantitati reduse [Ra,’04] [Cv,’10] [Pa,’18]. Analiza a
fost efectuata pentru a determina daca aceasta constatare se aplica si probelor de lastari de vita
de vie din diferite soiuri de struguri.

Probele de lastari au fost impartite In 2 categorii, in functie de soiul de struguri, albi sau
rosii pentru a vedea dacd continutul de resveratrol poate fi corelat cu soiul de struguri. Cantitatea
de resveratrol a variat foarte mult, astfel Tncat nu a putut fi stabilitd o corelatie. Concentratia
medie de trans-resveratrol este de 82,3 mg/kg s.u. pentru soiurile albe si 221,73 mg/kg s.u.
pentru soiurile rosii. Anastasiadi et al. (2012) au constatat ca concentratia medie de trans-
resveratrol este de 149 mg/kg s.u. pentru soiurile rosii si 113 mg/kg s.u. pentru soiurile albe in
lastarii de vita de vie [An,’12]. Pifieiro et al. (2016) au raportat un continut de trans-resveratrol
pentru extractele de lastari de vitd de vie care a variat intre 37,4-1529 mg/kg s.u. pentru soiurile
albe si 45,6-664,9 mg/kg s.u. pentru soiurile rosii [Pi,”16]. Cel mai mare continut de resveratrol
pentru soiurile rosii din acest studiu a fost inregistrat pentru soiul Feteascd Neagra (820,26
mg/kg s.u.), iar pentru soiurile albe la soiul Muscat Ottonel (315,48 mg/kg s.u.) (tabel 3.4).
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Tabel 3.4. Continutul de resveratrol pentru probele de lastari de vita de vie recoltate din
aceeasi zond (regiunea Cotnari, judetul lasi) extrase cu metanol 80% dupa 12 saptamani de

depozitare
Vita de vie cu struguri albi Vita de vie cu struguri rosii
Soi Resveratrol Soi Resveratrol Set de probe
(mg/kg s.u.) (mg/kg s.u.)

Feteascd Alba 107,9 Muscat de 51,27

Hamburg I
Muscat Ottonel 58,96 - -
Tamaioasa 0,35 Coarna Neagra 0,21
Muscat Ottonel 0,24 - - i
Feteasca Alba 0,20 - -
Muscat Ottonel 315,48 Feteasca Neagra 820,26 [\

Capitolul 1V, Cercetari experimentale privind studiul variatiei continutului de trans-
resveratrol si determinarea continutului de polifenoli totali si a activitatii antioxidante din
deseuri de vita de vie cuprinde rezultatele studiilor privind cresterea resveratrolului in lastarii
de vita de vie (Vitis vinifera) soiul Feteasca neagra pe o perioada de 90 de zile pentru a
determina perioada optimd de depozitare cu scopul atingerii unui continut maxim de trans-
resveratrol. Continutul total de polifenoli si activitatea antioxidantd au fost studiate pentru a
determina posibile corelatii.

4.1. Analiza variatiei continutului de resveratrol, a continutului total de polifenoli si
a activitatii antioxidante in frunze, carcei si lastari de vita de vie

Curatarea vitei de vie genereaza cantitati considerabile de deseuri vegetale in fiecare an
(carcei, frunze si lastari) [Li,’13b]. Acest deseu vegetal ar putea fi o sursd importantd de
substante fitochimice de mare valoare deoarece nu are nici o utilizare si ar putea contribui la
programele de sustenabilitate [Ra,’08]. Trans-resveratrolul se gaseste din abundenta in aceste
deseuri de vitd de vie, iar continutul sau poate varia foarte mult in functie de tipul de deseu
[So,’93]. Rezultatele pentru probele analizate dupa 42 de zile sunt reprezentate in tabelul 4.1.

Tabel 4.1. Analiza variatiei continutului de resveratrol, continutul total de polifenoli si
activitatea antioxidanta In frunze, carcei si lastari din vita de vie. Valori medii si abatere
standard intre paranteze

Tip de deseu

Parametru Frunze Lastari Cércei Valoare F

43,54 1658,22 169,92 .
Resveratrol (mg/kg s.u.) (0,08)° (047" (0,03)° 131472834,15
Continutul total de

S 30,42 29,36 28,65

polifenoli (mg GAE/g (0,32)? (0,41) (0,81)° 50,43***
S,u.) 1 i) H

73,19 52,72 14,19

0, 1 ' 1 ***k

DPPH (%) (0,04)? (0,22)° (0,05)° 95811,06

Dupa cum se poate observa, cea mai mare concentratie de resveratrol se afla 1n lastarii de
vitd de vie (1658,22 mg/kg s.u.), urmati de carcei (169,92 mg/kg s.u.) si frunze (43,54 mg/kg
s.u.). Lastarii de vita de vie contin de pana la 10 ori mai mult trans-resveratrol decat carceii si
de pana la 40 de ori mai mult decét frunzele. Desi, pe langa lastarii de vita de vie, aceste deseuri
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de vitd contin si trans-resveratrol, extractia si purificarea nu sunt recomandate din punct de
vedere economic.

4.2. Cresterea concentratiei resveratrolului in timpul depozitirii post-tiiere

Acumularea de trans-resveratrol in timpul perioadei de depozitare este raportata in multe
studii [Go,’14] [Ce,’17] [Ew,’17]. Cercetarile recente au demonstrat ca datorita genelor caii de
biosinteza (PAL, C4H, 4CL si STS), prezente din abundentd, in special gena STS (formand
trans-resveratrol), care a fost indusa in primele 4 saptamani de depozitare, continutul de trans-
resveratrol a crescut.

Timpul de pastrare a lastarilor de vitd de vie dupa tdiere a dus la o acumulare importanta
de trans-resveratrol, cu o inductie maxima de 181 de ori in ziua 70 si 0 medie maxima pentru
zilele 71-75, dupa cum se poate observa in tabelul 4.2. Pentru a evidentia cresterea continutului
de trans-resveratrol pe parcursul celor 90 de zile, rezultatele medii au fost calculate pentru 5
zile consecutive si sunt prezentate in figura 4.3.

Ziua 1 a analizei a fost momentul in care deseurile de vitd de vie au fost colectate din
podgorie. Prima proba a fost uscata si apoi extrasa cu un solvent compus din etanol-dietil eter
in raport de 1:4. Valoarea minima a continutului de trans-resveratrol in lastarii de vitd de vie a
fost inregistratd In prima zi a analizei (14,93 mg/kg s.u.), iar valoarea maxima a fost inregistrata
in ziua 70 a analizei (2712,86 mg/kg s.u.) [Cr,’22a].
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4.3. Continutul total de polifenoli

Continutul total de polifenoli al ldstarilor de vitd de vie a fost estimat prin metoda
colorimetrica Folin-Ciocalteu. Dupa cum se observa in figura 4.4, valorile continutului total de
polifenoli au raimas constante, intre 20 si 30 mg echivalenti acid galic (GAE)/g s.u., cu exceptia
a 5 zile cand s-au inregistrat valori mai mari. Cea mai mare valoare a fost inregistrata in ziua
54 (82,42 mg GAE/g s.u.), iar cea mai scazutd in ziua 57 (14,61 mg GAE/g s.u). Continutul
total de polifenoli a raimas constant, fapt care s-ar putea datora prezentei polifenolilor, altii decat
trans-resveratrolul, al cdror continut poate creste, scddea sau rimane constant pe parcursul celor
90 de zile (piceatanol [Ho,’15b] [Bi,’18], apigenina, acid elagic [Je,”19], viniferind [Do,’06],
trans-vitizina, trans-piceid [We,’14], acid galic, acid elagic, acid p-cumaric etc. [Mo,’18]).

90 I 20,18

85 I 23,70

80 I 23 24

75 2197

70| .y 29,37

65 I 20,45

60 I 20,30

55 | 35,38
50 I 27,09

45 | 25 86

40 I 20,64

35 I 23 53

30 I 23,48
25— 28,16

20 | —— 35 43
15 I 26 45

10 I 2475
55|y 3586

0 5 10 15 20 25 30 35 40
Continut total de polifenoli (Mg echivalenti acid galic (GAE)/g s.u.)

Zile dupa recoltare

Fig. 4.4. Continutul total de polifenoli din lastari in timpul celor 90 de zile post-recoltare
4.4. Activitatea antioxidanta prin metoda DPPH

Activitatea antioxidanta a extractelor a fost masuratd folosind testul de captare a
radicalilor DPPH, asa cum este descris de Liu et al. (2015) [Li,”15]. Au fost efectuate mai multe
studii de cercetare pentru a determina activitatea antioxidanta a lastarilor de vita de vie, prin
diferite metode 1nsa cea mai utilizata a fost metoda DPPH [Mo,’18] [Ru,’15] [Ba,’14] [Ju,’16]
[Ka,’10] [Ra,’15b] [Gu,’16]. Desi au fost raportate multe date, activitatea antioxidanta a fost
exprimata in uM echivalent Trolox/mg extract sau procent de inhibitie (ICsp) si 0 comparatie a
rezultatelor nu este posibila. In plus, chiar daca lastarii de vitd de vie sunt din acelasi soi,
metodele analitice folosite pentru extractie pot varia foarte mult, asa cum indicd majoritatea
studiilor [Fa,’16] [Ru,’15] [Ka,’10] [Ra,’15b] [Gu,’16]. Timpii de pastrare a lastarilor dupa
recoltare au evidentiat o usoara crestere a activitatii antioxidante Tncepand cu ziua 1 (31,9%
inhibitie DPPH), atingand un maxim de 76,52% inhibare DPPH in ziua 85, urmata de o scadere
brusca, dupad cum se poate observa 1n figura 4.5.
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Fig. 4.5. Inhibarea %DPPH in lastarii de vita de vie in timpul depozitarii de 90 de zile
dupa taiere

Pentru a evidentia cresterea inhibarit DPPH pe parcursul celor 90 de zile, rezultatele medii
au fost calculate pentru 5 zile consecutive. Cresterea activititii antioxidante urmeaza aceeasi
tendintd ca si cresterea continutului de resveratrol, diferenta fiind cd nivelul maxim de
resveratrol s-a inregistrat cu 10 zile inainte de activitatea antioxidantd maxima, urmata de o
scadere in ambele cazuri. Diferentele in ceea ce priveste cresterea activitdtii antioxidante si a
trans-resveratrolului se pot datora altor polifenoli cu activitate antioxidanta al cdror continut
poate creste, scadea sau ramane constant in probele de lastari de vitd de vie [Ho,”15b] [Mo,’18].
Cand probele sunt uscate, in ambele cazuri se inregistreaza o scadere a continutului. Aceasta
constatare poate fi corelata cu rezultatele lui Houillé et al. (2015), care au raportat ca trans-
resveratrolul si piceatanolul se acumuleaza pana cand tesuturile sunt uscate [Ho,’15b]. Aceastd
constatare este in acord cu lucrarea lui Guerrero et al. (2016), care au raportat ca nu s-a observat
nici o corelatie Intre activitatea antioxidanta si continutul total de stilbene datoritd faptului ca
antioxidantii non-fenolici ar putea fi extrasi din lastarii de vitd de vie si ar putea contribui la
activitatea antioxidanta [Gu,’16].

4.5. Influenta sectionarii probelor asupra cresterii trans-resveratrolului, a
continutului total de polifenoli si a activitatii antioxidante

Cresterea mare a continutului de trans-resveratrol in perioada post-tiiere a fost
evidentiatd in multe studii din domeniu. Aceasta crestere se datoreaza transcriptiei genei stilben
sintazei indusa de metabolismul stilbenoid [Ho,” 15b].

S-a constatat, de asemenea, ca nivelul de inductie a fost modulat de temperaturile de
depozitare. Pe baza proprietdtilor de inductie a genei STS, s-a emis ipoteza ca o crestere a
continutul de stilbenoizi ar putea fi indus prin varierea factorilor externi de stres [Va,’12].

Datorita acestor constatari, s-a testat ipoteza conform careia modul de depozitare al
lastarilor ar putea avea o influentd asupra cresterii continutului de resveratrol pe parcursul
depozitarii. Astfel, in momentul recoltarii, probele au fost taiate la diferite lungimi, de la bucati
mai mici de 1 cm, taiate in sectiune, la probe de 10 c¢cm si apoi pastrate la temperatura mediului
ambiant (aproximativ 22 °C) timp de 6 saptimani. In aceleasi conditii s-a pastrat si o probi
martor, netaiatd. Dupa acest timp, probele au fost macinate, iar din fiecare proba s-a cantarit 5
+ 0,001 g, si apoi au fost macerate timp de 72 de ore cu solutie de etanol:dietil-eter intr-un
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raport de 4:1 (1 g de probd/5 ml de solutie) si apoi filtrate si analizate cu ajutorul
cromatografului HPLC. Rezultatele obtinute sunt prezentate in tabelul 4.3.

Tabel 4.3. Analiza variatiei continutului de resveratrol, continutului total de polifenoli
si activitatea antioxidanta in probele de lastari de vita de vie de lungimi diferite. Valori medii
si abatere standard intre paranteze

Parametru Lungimea probelor Valoare F
<lcm | 1cm | 2cm | 3cm | 4cm | 5cm | 10 cm | Netiiat

Resveratrol |166749| 2316 | 50992 |525,285| 618,67 | 999,03 | 1406,09 | 164164, o oo

(mg/kgsu) (23,82 (331)° | (7,28) | (7,50)° | (8,84) |(14,27)°|(20,09)*| (23,45): 01"

Contimtultoal | 2903 | 2295 | 22,14 | 2863 | 3555 | 2645 | 2475 | 29,03 |0 oo,

e GAEl sy 0317 | 0417 | 032 | (0445 | (052 | (043" | 041 | @427 |
7845 | 52,725 | 36,74 | 39,255 | 22,515 | 32,135 | 50,64 | 52,195

0, 1 L] L] il 1 1 L] L] K, ki
DPPHOE | (112 | 076)° | 052 | (056) | (0.32)° | (046)° | (0,72)° | (0.74)° 122219

Taierea probelor inainte de depozitare nu a dus la cresterea cantitdtii de resveratrol
acumulatd pe perioada depozitdrii. Doar proba taiata in bucdti mai mici de 1 cm a avut un
continut de resveratrol aseménitor cu proba martor, cea netdiata. In cazul celorlate probe, taiate
la dimensiunea de lcm, 2cm, 3cm, 4 cm, 5 cm, si 10 cm, s-a Inregistrat un continut de
resveratrol mai scazut ca In cazul probei netaiate.

Capitolul V, Cercetari experimentale privind Optimizarea parametrilor de extractie a
trans-resveratrolului din deseuri viticole, prezinta rezultatele determinarii parametrilor optimi
pentru obtinerea unui randament maxim de extractie pentru valorificarea economica si integrala
a deseurilor de vita de vie in vederea obtinerii trans-resveratrolului. Tn acest studiu au fost
utilizate diferite conditii de extractie: 35 de tipuri diferite de solvent, 10 variatii ale raportului
solid/lichid, 10 timpi de extractie, 10 tipuri de granulozitate a materialului macinat si 7 extractii
consecutive pe acelasi material vegetal.

5.1. Selectarea tipului de solvent

Pentru a evalua eficacitatea solventilor pentru extractia trans-resveratrolului, cerinta a
fost ca solventul sa conduca la obtinerea unei concentratii ridicate din compusul studiat din
lastari de vita de vie. Analiza variantei (ANOVA) pentru continutul de trans-resveratrol al
extractelor este prezentatd in tabelele 5.1 s15.2.

Dintre solventii cu etanol in diferite concentratii, solventul Et80% a facilitat extractia
resveratrolului, obtinundu-se cea mai mare cantitate (66,86 mg/kg substanta uscata s.u.). Dintre
solventii cu metanol, solventul 99,9%Met a extras cea mai mare cantitate de resveratrol (84,06
mg/kg s.u.), depdsind solventul 80%Et. Solventii cu acetona din seria 10-99,9% au extras cea
mai mica cantitate de resveratrol comparativ cu toti solventii utilizati. Prin adaugarea de 1%
HCI la solventul metanol de 99,9% s-a imbunatatit pozitiv cantitatea de resveratrol extrasa,
atingand 92,06 mg/kg s.u [Cr,’23]. Prin adaugarea a 19% apa la acest solvent, continutul de
resveratrol extras a scazut. Dintre solventii cu etanol:dietil-eter in rapoarte diferite s-a evidentiat
raportul de 4:1, obtinandu-se cea mai mare concentratie de resveratrol (147,14 mg/kg s.u.), in
comparatie cu ceilalti solventi (figura 5.2).
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Tabel 5.1. Analiza variantei continutului de trans-resveratrol pentru probele macerate cu
diferiti solventi. Valori medii si abatere standard in paranteze

Tip de solvent Resveratrol (mg/kg s.u.) Valoare F
Et 10% 0,29 (0,007)%
Et 20% 0,46 (0,024)2
Et 30% 1,27 (0,017)?
Et 40% 1,58 (0,018)"
Et 50% 3,11 (0,039)
Et 60% 3,28 (0,033)°
Et 70% 18,51 (0,012)°
Et 80% 66,86 (0,012)"
Et 90% 39,00 (0,014)'
Et 96% 55,11 (0,014)k
Met 10% 0,44 (0,027)
Met 20% 1,27 (0,028)*
Met 30% 1,13 (0,024)%
Met 40% 0,95 (0,012)™
Met 50% 1,00 (0,010)%*
Met 60% 1,93 (0,012)V
Met 70% 5,73 (0,031)P
Met 80% 33,86 (0,012)™ 1x107***
Met 90% 75,30 (0,020)f
Met 99,9% 84,06 (0,015)¢
Acet 10% 1,34 (0,014)Y
Acet 20% 1,48 (0,012)
Acet 30% 1,05 (0,011)%
Acet 40% 2,02 (0,012)v
Acet 50% 1,94 (0,011)Y
Acet 60% 4,72 (0,018)"
Acet 70% 4,90 (0,025)¢
Acet 80% 18,69 (0,018)"
Acet 90% 66,46 (0,020)'
Acet 99,9% 61,29 (0,012)!
Met-HCI 99:1 92,06 (0,013)°
Met-HCI-H,0O 1:88:19 67,84 (0,012)¢
Et-Diet 1:4 76,80 (0,009)¢
Et-Diet 1:1 92,12 (0,012)"
Et-Diet 4:1 147,14 (0,011)?

2 _ litere diferite in aceeasi coloana indica diferente semnificative intre probe (p < 0,0001) conform
testului LSD cu a = 0,05. Et — etanol, Met — metanol, Acet — acetona, Et-Diet — etanol:dietil-eter.
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Fig. 5.2. Continutul de resveratrol din extractele de lastari de vita de vie din soiul Feteasca
Neagra obtinute cu diferite tipuri de solvent vie (Et — etanol, Met — metanol, Acet — acetona,
Et-Diet — etanol:dietil-eter)

5.2. Raportul solid/lichid

Tn prezentul studiu s-au testat diferite rapoarte de extractie solid/lichid in extractia
resveratrolului din lastari de vita de vie pentru a identifica raportul optim care va genera un
extract cu un concentratie cat mai mare de resveratrol. Dupa cum se poate observa in figura 5.3,
raportul solid/lichid de 1:35 mg/l s-a dovedit a fi optim pentru extractia resveratrolului,
obtinandu-se cea mai mare concentratic a acestui compus. Acest fapt este confirmat de
rezultatele obtinute pentru celelalte extractii, care au ardtat o crestere a continutului de
resveratrol de la raportul solid/lichid 1:5 mg/l la raportul solid/lichid 1:35 mg/I, iar ulterior a
scazut, pana la raportul solid/lichid 1:50 mg/1.
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Fig. 5.3. Concentratia resveratrolului din extractele de lastari de vita de vie pentru diferite
raporturi solid/lichid

5.3. Timpul de macerare

Figura 5.4 este evidentiatd diferenta mare a concentratiei extractelor de lastari de vita de
vie 1n functie de timpul de extractie. Dupa o zi, concentratia resveratrolului din extract a fost
cea mai micd. Continutul de resveratrol al extractului obtinut in ziua a 3-a a avut valoare dubla
fata de cel din ziua precedentd. Cea mai mare concentratie de resveratrol a fost obtinuta in ziua
a 4-a — 167,74 mg/kg s.u. Dupa a 4-a zi, concentratia resveratrolului din extract a scazut,
tendinta observata si pentru urmatoarele zile.
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160 152,48 5 146,96
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Trans-resveratrol (mg/kg s.u.)

Fig. 5.4. Continutul de resveratrol din extractele de lastarii de vita de vie pentru diferite
perioade de macerare
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5.4. Selectarea dimensiunii particulelor

Micsorarea dimensiunii particulelor ar trebui sa creasca suprafata superficiald disponibila
pentru transferul de masa si ca urmare sa duca la cresterea randamentului de extractie [Sp’07].
Particulele celulozice obtinute prin macinare au fost sitate utilizand 9 site cu diferite dimensiuni
ale ochiurilor si au fost macerate in aceleasi conditii si cu acelasi solvent pentru a determina
daca dimensiunea particulelor de proba influenteaza concentratia trans-resveratrolului din
extractele obtinure (figura 5.5).

Figura 5.6 arata ca sunt diferente semnificative de concentratie in functie de dimensiunea
particulelor, obtinandu-se o concentratie maxima de resveratrol (205,16 mg/kg s.u.) pentru o
granulozitate de 500-350 pm. Cea mai mica concentratie de resveratrol (23,67 mg/kg s.u.) a
fost inregistratd pentru materialul vegetal cu cea mai mica granulozitate, <125 um. Acest lucru
este 1n contradictie cu ipoteza ca o suprafatd de transfer de masa mai mare va duce la obtinerea
unei concentratii mai ridicate. Compozitia chimica a lastarilor de vita de vie se caracterizeaza
printr-o fractiune de holocelulozd de aproximativ 55,1% (31,9% a-celuloza si 23,2%
hemicelulozad) si o altd fractiune de lignina, de aproximativ 38,5% [Ce,’17]. Aceste diferente in
continutul de resveratrol extras pot fi atribuite neuniformitatii structurii chimice in compozitia
lastarilor. Acest rezultat evidentiaza faptul cd nu este necesar ca materialul solid sa fie méacinat
fin pentru a obtine extracte cu o concentratie mare de resveratrol. Astfel, in procesul de obtinere
a trans-resveratrolului din lastarii de vita de vie, macinarea materialului se poate face printr-un
proces de economisire a energiei prin macinarea materialului pana la 350 pm.

250 205,16
= 200
2
> 150
£ 92,78
S 100 66,28
= 3578 43,70 48,19 43,48 38,69 4191
s o ii'lm
>
: , M - L
[72)
= Q\}& Q\)@ @?@ @?‘Q @f @?@ @?Q @f 6@ 5\?‘&
= & > ° 3 2 ch) QQ? Qﬂ’b & ® N \ Y

7 \@Q N & AN e e S S

Granulozitatea materialului micinat din lastarii de vita de vie (um)

Fig. 5.6. Continutul de resveratrol extras din probele de lastari de vitd de vie pentru diferite
granulozitati ale materialului sub forma de pulbere

28



Rezumatul tezei de doctorat

arenzojnuelb ap ndi] ‘g’ "Bi4

wn GZT-08T

wrl 08T

-00¢

wrl 05z-05¢

wrf 0ooT<

29



Rezumatul tezei de doctorat

5.5. Numairul de extractii pe acelasi material

Pe acelasi material s-au efectuat 7 extractii ca o Incercare de a creste cantitatea totald de
resveratrol extrasa si de a reduce pierderile prin recuperarea oricarei cantitati de resveratrol care
nu a putut fi extrasd in prima etapd. Dupa a doua extractie s-a obtinut 12,66 mg/kg s.u.
resveratrol, aceasta cantitate reprezentind doar 5% din cantitatea extrasa in prima etapa. In cea
de-a treia etapa continutul de resveratrol a fost doar de 0,67% raportat la prima extractie. Pentru
urmatoarele patru extractii continutul de resveratrol a fost sub limita de detectie (figura 5.7).
Din punct de vedere economic extractiile ulterioare pe acelasi material nu sunt avantajoase.
Utilizarea solventilor, timpul si practica de lucru nu sunt economice pentru a doua si a treia
extractie, care Tnsumeaza doar 5,67% raportat la continutul de resveratrol obtinut in prima
extractie.

Trans-resveratrol
(mg/kg s.u.)

H] H2 3 M4 E5 uo |7

Fig. 5.7. Continutul de resveratrol din extractele de lastari de vita de vie dupa 7 extractii pe
acelasi material

5.6. Optimizarea parametrilor de extractie

Acest experiment a fost efectuat conform design-ului Box-Behnken bazat pe metodologia
suprafetelor de raspuns. Fiecare variabila independenta (raport solid/lichid, timp si dimensiunea
particulelor) a fost distribuita pe 3 niveluri, dupa cum urmeaza: raport solid/lichid (1:20, 1:35
si 1:50 g/ml), timp (2, 4 si 6 zile) si dimensiunea particulelor (>1000 um, 500-350 um si <125
pm). Design-ul experimental a fost realizat utilizand Design Expert 12 (versiunea de incercare,
Stat-Ease Inc., Minneapolis, Statele Unite ale Americii).
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Trans-resveratrol (mg/kg s.u.)
Trans-resveratrol (mg/kg s.u.)

A: Raport solid/lichid (mg/1) C: Dimensiune a particulelor (um)

Trans-resveratrol (mg/kg s.u.)

(©)

Fig. 5.8. Reprezentarea suprafetelor de raspuns pentru efectul combinat al factorilor: (A) timp
si raport solid/lichid, (B) dimensiune a particulelor si raport solid/lichid si (C) dimensiune a
particulelor si timp asupra continutului de resveratrol din lastarii de vita de vie.

Conform figurii 5.8, cel mai mare continut de trans-resveratrol (148,55 mg/kg s.u.) s-a
observat la corelarea valorilor urmatorilor parametri: 1:35 g/ml raport solid/lichid, timp de 4
zile si dimensiune a particulelor de 500-350 pm utilizand ca solvent de extractie etanol:dietil-
eter in raport de 4:1. Astfel, valoarea experimentald pentru concentratia resveratrolului este
similard cu cea prezisa de catre modelul experimental (205,16 mg/kg s.u.).

Capitolul VI, Extractia resveratrolului prin tratamentul acid si alcalin, cuprinde
rezultatele obtinute in urma aplicarii tratamentelor acide si alcaline pe lastarii de vita de vie In
vederea extractiei trans-resveratrolului. Tratamentul acid sau alcalin este utilizat in general in
extractiile pe materiale vegetale pentru a pune in libertate anumite substante din compozitia
acestora, substante ce nu pot fi extrase decat printr-o prealabila rupere a legaturilor chimice
existente.

Continutul de resveratrol al extractelor obtinute In urma tratamentelor acide sau alcaline
sunt prezentate in tabelul 6.1 si 6.2.
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Tabel 6.1. Continutul de resveratrol obtinut in urma tratamentului acid. Valori medii si
abatere standard in paranteze

Resveratrol (mg/kg s.u.)
Agent de pretratare Raport solid/lichid (g/ml) Valoare F
1:20 1:25 1:30

Acid sulfuric 1% od 0d 0d

Acid sulfuric 2% od 0d 0d

Acid sulfuric 3% 0d 0,37 (1,16)¢ 0d

Acid clorhidric 1% od 0d 0d

Acid clorhidric 2% 0d od 0d 1855,88***
Acid clorhidric 3% 19,27 (0,07)¢ 23,37 (0,24)? 21,58 (0,18)"

Acid fosforic 1% od 0d 0d

Acid fosforic 2% od od 0d

Acid fosforic 3% od 0,45 (1,12)¢ 0,07 (1,27)¢

*d _ litere diferite in aceeasi coloani indici diferente semnificative intre probe (p < 0,0001) conform
testului LSD cu a = 0,05.

Tabel 6.2. Continutul de resveratrol obtinut In urma tratamentului alcalin. Valori medii si
abatere standard in paranteze

Resveratrol (mg/kg s.u.)

Agent de pretratare Raport solid/lichid (g/ml) Valoare F
1:20 1:25 1:30

Hidroxid de sodiu 1% | 10,38 (0,72)° | 6,53 (1,16)¢ | 3,89 (0,18)%"

Hidroxid de sodiu 2% 2,50 (0,24)! 1,16 (0,37)! 1,14 (0,72)!

Hidroxid de sodiu 3% 0,25 (0,09)k 0K oK

Fidroad de poasiu | 16,44 0470 | 1844 (0,15) | 10,41(068)° | 296 2%%%

ZHO'/TOX'd de potasiu 722 (1120 | 650(0,96) | 540 (0.41)¢

;,'/Srox'd de potasiu 4,87 (0,28)* | 4,50(0,13) | 3,28 (0,78)"

*k _ litere diferite in aceeasi coloani indici diferente semnificative intre probe (p < 0,0001) conform
testului LSD cu a = 0,05.

In cazul tratamentelor acide s-au obtinut rezultate doar in cazul utilizirii acizilor
clorhidric, fosforic si sulfuric de concentratie 3%. Cea mai mare concentratie de resveratrol a
fost obtinutd cand a fost utilizat acidul clorhidric 3%, pentru raportul solid/lichid de 1:25 g/ml,
nregistrandu-se o valoare de 23,37 mg/kg s.u. Resveratrolul a fost identificat in concentratii
scazute cand acidul fosforic 3% (raport solid/lichid de 1:25 si 1:30 mg/1) si acidul sulfuric 3%
(raport solid/lichid de 1:25 mg/1) au fost utilizati ca si agenti de tratare.

In cazul tratamentului bazic, resveratrolul a fost identificat in aproape toate probele.
Rezultatele au evidentiat faptul ca tratamentul cu hidroxid de potasiu 1% (raport solid/lichid de
1:25 mg/l) a fost mult mai eficient decét cel cu hidroxid de sodiu, obtindndu-se o concentratie
de 18,44 mg/kg s.u. resveratrol. Cele mai mari concentratii de resveratrol au fost obtinute pentru
solutiile alcaline de 1%, iar odatd cu cresterea concentratiei solventului, continutul de
resveratrol a scazut in toate cazurile.
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Tn urma tatamentului acid s-au obtinut valori ale concentratiei de resveratrol mai mari
decat in cazul tratamentului alcalin. Se poate observa ca in cazul tratamentului acid cresterea
continutului de resveratrol este direct proportionald cu cresterea concentratiei de acid, iar in
probele tratate alcalin se constata ca o concentratie de 1% a fost optima pentru o valoare maxima
de resveratrol. Concentratii mai mari de 1% solutii bazice diminueaza semnificativ cantitatea
acestui compus.

Rezultatele obtinute demonstreaza faptul ca resveratrolul poate fi extras utilizind aceasta
metoda, dar nu este recomandatd deoarece randamentele de extractie sunt mult mai mici decat
in cazul utilizarii solventilor alcoolici (etanol, metanol si dietil-eter). De asemenea, agentii de
tratament si metoda de extractie sunt costisitori si dduneaza mediului inconjurator.

Capitolul VII, Metode de pre-purificare a extractului de lastari de vita de vie prezinta
rezultatele obtinute in urma aplicarii a 3 metode diferite de purificare pe extractele de lastari de
vita de vie, metode precum: spdlarea extractului cu solutie de bicarbonat de sodiu 5% in palnia
de separare, efectuarea unei extractii apoase inainte de extractia propriu-zisa cu solvent si
extractia resveratrolului cu benzoat de benzil.

Extractia lichid-lichid cu solutie cu bicarbonat de sodiu 5% si dietil-eter a generat un
extract cu o puritate mai ridicata, de 78,49% si cu o pierdere de 18,54% resveratrol in timpul
procesului. Extractul initial a avut un continut de 45,47% resveratrol. Puritatea resveratrolului
a fost calculata pe baza ariei peak-urilor astfel: suma ariei tuturor peak-urilor reprezinta 100%,
iar aria peak-ului ce corespunde resveratrolului a fost calculata ca procent din totalul de 100%.
Toate celelalte peak-uri au fost calculate drept impuritati din extract. Pierderea resveratrolului
din timpul procesului a fost calculatd prin determinarea concentratiei de resveratrol din proba
inainte si dupa etapa de spalare cu solutie de bicarbonat de sodiu. Concentratia de resveratrol
din extract initial a fost de 792,29 mg/kg s.u., iar dupa spalarea cu solutie de bicarbonat de sodiu
a fost de 645,4 mg/kg s.u.

De asemenea, s-a constatat si modificarea culorii celor doi solventi implicati 1n extractia
lichid-lichid, astfel faza apoasa de bicarbonat de sodiu s-a colorat Tn brun, iar stratul de dietil-
eter a devenit mai limpede si a avut culoarea galben-verzui. Acest lucru a fost confirmat si de
analizele HPLC la 306 nm, dupa cum se poate observa in figura 7.1. Cromatograma extractului
spalat cu bicarbonat de sodiu a continut mai putine impuritati, iar o parte din peak-urile din
prima analiza nu s-au regasit in a doua cromatograma.
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Fig. 7.1. Cromatogramele extractului de lastari de vita de vie (a) inainte si (b) dupa spalarea
cu solutie de bicarbonat de sodiu 5%

Extractia apoasd a fibrelor celulozice de lastari de vitd de vie Tnainte de extractia cu
solventul propriu-zis nu a reusit reducerea impuritatilor din extract. In schimb, s-a Tnregistrat o
pierdere ridicata a resveratrolului, astfel extractul a avut un continut de doar 29,66% resveratrol.
Aceastd extractie apoasa a scazut extractibilitatea resveratrolului din materialul vegetal analizat.
Desi a infuentat negativ randamentul extractiei de resveratrol, au fost identificate diferente
vizuale de culoare si turbiditate intre extracte, astfel in urma extractiei cu apa, extractul cu
solvent a avut culoarea galben deschis si a fost mult mai limpede fatd de extractul simplu cu
solvent.

In literatura de specialitate benzoatul de benzil este un solvent selectiv pentru extractia
resveratrolului din mediile celulare de vita de vie. Desi metoda este utilizata cu succes, aceasta
nu are aplicabilitate pe extractele de resveratrol din lastarii de vita de vie doarece extractia
resveratrolului din amestec nu poate fi realizata.

Capitolul VIII, Metode de purificare avansata cu materiale specializate a extractelor de
lastari de vita de vie, sunt prezentate rezultatele obtinute in urma purificarii extractelor de lastari
de vitd de vie cu ajutorul materialelor specializate precum: Silicagel G60, rasini hidrofobe
nefunctionalizate Amberlite XAD 2 si Amberlite XAD 16 si rasina pe baza de dextran Sephadex
LH-20.

Purificarea cu ajutorul materialului Silicagel G60 nu a reusit imbundtatirea puritatii
extractului, Tn schimb a generat o pierdere de 15,47% de resveratrol din extract.

In studiul comparativ realizat pe doua tipuri diferite de risini hidrofobe nefunctionalizate,
Amberlite XAD 2 si Amberlite XAD 16, primul tip de rdsind s-a remarcat in ceea ce priveste
gradul de purificare al extractelor din lastari de vita de vie. Astfel, prin purificarea extractului
prin coloana umpluta cu rasina Amberlite XAD 2 s-a obtinut o fractie care continea resveratrol
de puritate 87,26%, cu o pierdere a resveratrolului de 29,71% fatad de cantitate initiala. in
schimb, in urma purificarii extractului prin coloana cu rasina Amberlite XAD 16 s-a obtinut o
fractie care continea resveratrol de puritate 79,55%, cu o pierdere a resveratrolului de 47,53%
fata de cantitate initiala. Puritatea resveratrolului a fost calculata pe baza ariei peak-urilor astfel:
suma ariei tuturor peak-urilor reprezinta 100%, iar aria peak-ului ce corespunde resveratrolului
a fost calculata ca procent din totalul de 100%. Toate celelalte peak-uri au fost calculate drept
impuritdti din extract. Pierderea resveratrolului din timpul procesului a fost calculata prin
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determinarea concentratiei de resveratrol din proba inainte si dupa trecerea prin coloanele cu
ragind Amberlite. Concentratia de resveratrol din extract initial a fost de 792,29 mg/kg s.u.,
dupa trecerea prin coloana cu rasind Amberlite XAD 2 a fost de, 556,94 mg/kg s.u., iar dupa
trecerea prin coloana cu rasind Amberlite XAD 16 a fost de 415,72 mg/kg s.u.
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Fig. 8.2. Cromatogramele obtinute pentru extractele din lastari de vita de vie purificate cu
rasini hidrofobe (@) Amberlite XAD 2 si (b) Amberlite XAD 16

Trecerea aceluiasi extract de trei ori prin coloane cu rasind Amberlite XAD 2 a avut ca
scop determinarea eficientei adsorbtiei resveratrolului de catre granulele de rasind. Avand in
vedere ca a doua fractie a continut 0,38% resveratrol raportat la prima purificare, iar a treia
fractie a continut 0,005% resveratrol raportat la prima purificare, s-a stabilit faptul ca adsorbtia
resveratrolului se realizeazd eficient la prima trecere prin coloand si nu sunt pierderi
semnificative. Astfel, doar o mica cantitate de resveratrol a ramas in extractul care a trecut prin
coloand. O singura purificare prin coloand este suficientd pentru purificarea extractului.
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Fig. 8.3. Cromatogramele obtinute pentru extractului de lastari de vita de vie (a) dupa
prima purificare pe coloana cu rasina Amberlite XAD 2, (b) dupa a doua purificare si (C)
dupa a treia purificare

Cantitati diferite de extract au fost purificate cu acelasi material de coloana Amberlite
XAD 2 pentru a determina cantitatea optima la care se poate obtine o fractie cat mai pura. La
purificarea a 50 ml extract s-a obtinut o fractie cu puritatea de 89,49%. Puritatea fractiilor a
scdzut in momentul cresterii cantitdtii de extract, ajungand pand la 84,21% pentru 300 ml
extract. Scaderea puritatii fractiei nu este semnificativa avand in vedere ca s-a utilizat o cantitate
de 6 ori mai mare de extract.
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Fig. 8.4. Cromatogramele obtinute pentru extractele de lastari de vita de vie dupa purificare
pe coloana de rasina Amberlite XAD 2 (a) pentru 50 ml extract si (b) pentru 300 ml extract

Purificarea extractelor pe coloana cu umplutura specializatdi Sephadex LH-20 nu a
generat o fractie mai pura de resveratrol, cromatogramele fiind aproape identice.
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Capitolul Concluzii generale prezinta concluzii generale ale cercetarilor realizate in
aceasta teza de doctorat.

Tn teza de doctorat intitulati ,,CERCETARI SI CONTRIBUTII PRIVIND FOLOSIREA
DESEURILOR VITICOLE LA OBTINEREA RESVERATROLULUI DE INALTA
PURITATE DESTINAT INDUSTRIEI ALIMENTARE SI CELEI DE MEDICAMENTE” s-a
urmdrit ca studiile teoretice si cele experimentale efectuate si contribuie la nivelul actual de
dezvoltare si de cunoastere in domeniul obtinerii resveratrolului de 1naltd puritate din lastarii
de vita de vie.

Aceasta tezd de doctorat subliniaza importanta valorificarii deseurilor viticole in vederea
obtinerii resveratrolului de inalta puritate, atdt datorita faptului cd piata suplimentelor
alimentare este Tntr-o continud crestere si cererea este tot mai mare, cat si din prisma
valorificarii acestor deseuri care in momentul de fata sunt eliminate prin ardere, avand un
impact negativ asupra mediului Inconjurdtor. Din concluziile prezentate la finalul fiecarui
capitol si din rezultatele obtinute prin cercetarile efectuate rezultd urmatoarele concluzii
generale:

o Resveratrolul este un compus fenolic cu efect antioxidant si este comercializat
ca supliment alimentar incepand din anul 2012 datoritd efectelor benefice dovedite asupra
organisului uman, care includ: antiviral, antiinflamator, antioxidant, cardioprotector,
neuroprotector, protejeazd impotriva ischemiei, infectiilor, cancerului, previne imbatranirea
si reduce obezitatea. Din anul 2016 acesta a fost autorizat ca ingredient alimentar nou in
Uniunea Europeana.

. Majoritatea suplimentelor alimentare pe baza de resveratrol sunt obtinute din
radacina de trestie japoneza Polygonum cuspidatum. Studii recente au indicat faptul ca
extractele obtinute ar putea contine si alti compusi pe langa resveratrol, de exemplu emodina,
precum si faptul ca siguranta preparatelor ar fi indoielnicad datoritd faptului ca trestia
japoneza creste in medii puternic poluate.

. Avand in vedere ca in industria vinului si n sectorul viticol sunt generate
cantitati mari de deseuri vegetale precum materiale lignocelulozice si tescovind, obtinerea
resveratrolului din aceste surse vegetale este utila din punct de vedere a gestionarii deseurilor
s1 sub aspect economic.

o Intr-o prima etapa s-a determinat continutul de resveratrol din diferite sortimente
de vin de pe piata din Romania in scopul evidentierii prezentei acestui compus in produsele
vitivinicole. Probele analizate au prezentat cantitati de resveratrol care au variat intre 0,04 si
6,64 mg/l, cea mai mare cantitate de resveratrol fiind determinatd in vinurile rosii.
Comparativ cu vinurile din alte tari, vinurile rosii roménesti contin o cantitate de resveratrol
peste 4,31 mg/I.

. Ulterior, s-au efectuat analize asupra probelor de lastari de vita de vie recoltate
in diferite luni ale anului care au evidentiat faptul ca exista o diferentd semnificativa asupra
continutului de resveratrol. In majoritatea probelor colectate primivara (mai 2020)
continutul de resveratrol era <I mg/kg s.u. (Feteasca Alba 0,51 mg/kg s.u., Muscat Ottonel
0,66 mg/kg s.u.), iar cele colectate In toamnd (noiembrie 2020) au avut un continut de
resveratrol cuprins intre 261,21 mg/kg s.u. (Coarna Neagra) — 2367,37 mg/kg s.u. (Feteasca
Neagra). Aceste rezultate evidentiaza faptul cd perioada optima pentru recoltarea lastarilor
de vita de vie este toamna. In mod similar, s-au observat diferente in continutul de resveratrol
al lastarilor de vita de vie in functie de anul de recoltare, in probele recoltate din acelasi butas
de vita de vie continutul de resveratrol fiind de 2,9 ori mai mare pentru soiul Feteasca Alba
si de 4,7 ori mai mare pentru soiul Muscat Ottonel in anul 2020 comparativ cu probele
recoltate Tn anul 2019.

. Ca factori cu posibila influentd asupra continutului de resveratrol s-au avut in
vedere in acest studiu soiurile de vita de vie din care provin lastarii si durata de depozitare a
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lastarilor de vitd de vie post-recoltare. In acest scop au fost analizate diferite probe de lastari
provenind din soiuri de struguri albi sau rosii pentru a determina daca tipul de soi are o
influenta asupra continutului de resveratrol din planta, nu doar in struguri si nu a fost stabilita
o0 corelatie Intre soi si continutul de resveratrol. Referitor la durata de depozitare, concentratii
mai mari de resveratrol au fost raportate pentru probele care au fost depozitate la temperatura
mediului ambiant si pastrate 6 saptdmani fata de cele prelucrate in momentul recoltarii.

o Pe baza rezultatelor obtinute in urma unui studiu efectuat timp de 90 de zile
asupra continutului de resveratrol din lastarii de vita de vie in perioada de post-tiiere a
probelor, s-a observat atingerea concentratiei maxime de resveratrol (2712,86 mg/kg s.u.) in
ziua 70, urmata de o scadere a acesteia. Astfel s-a stabilit ca periada optima de pastrare a
probelor este de 9-10 saptamani la temperatura de aproximativ 20 °C.

o Investigatiile efectuate asupra modului de prelucrare a lastarilor de vita de vie
au evidentiat faptul ca tdierea lastarilor de vitd de vie pe diferite dimeniuni Tnainte de
depozitare nu a determinat cresterea continutului de resveratrol ce se acumuleaza pe perioada
depozitarii.

. In timpul procesului de tiiere a vitei de vie se indepirteaza o cantitate
considerabila de masa vegetala (lastari, frunze si carcei). Lastarii de vita de vie contin de
pana la 10 ori mai mult trans-resveratrol decat carceii si de pana la 40 de ori mai mult decat
frunzele. Cu toate ca si celelalte deseuri de vitd de vie contin trans-resveratrol, extractia si
purificarea acestui compus nu prezintd rentabilitate din punct de vedere economic.

o Mai multe tipuri de solventi (metanol, etanol si acetond cu concentratii de 10,
20, 30, 40, 50, 60, 70, 80, 90 si 99,9%, metanol-HCI in raport de 99:1, metanol-HCl-apa in
raport de 88:1:19 si etanol:dietil-eter in diferite rapoarte, 1:4, 1:1 si4:1) au fost testati pentru
a determina solventul care se preteaza cel mai bine pentru extractia resveratrolului din lastari
de vita de vie. In acelasi sens, s-a studiat influenta raportului solid/lichid, a granulozitatii si
a timpului de extractie. Raportul optim determinat a fost de 1:35 g/ml proba/solvent de
extractie, timpul optim de extractie a fost de 4 zile si granulozitatea optima a lastarilor de
vitd de vie macinati a fost de 500-350 um si a dus la obtinerea unei concentratii maxime de
trans-resveratrol de 148,55 mg/kg s.u. Rezultatul obtinut a fost confirmat prin optimizarea
parametrilor de extractie pe baza design-ului Box-Behnken, in care raspunsul prezis a fost
similar cu raspunsul obtinut. Prin realizarea de extractii multiple pe aceeasi proba s-a constat
cd al doilea extract continea sub 5% din cantitatea de resveratrol obtinutd prima oard, iar al
treilea sub 1%, demonstrand cd o singura extractie realizatd pe acelasi material este
suficienta.

o Ca alternativd pentru utilizarea solventilor alcoolici, s-a testat extractia
resveratrolului din deseurile viticole prin tratamentul acid sau alcalin, iar rezultatele obtinute
au demonstrat ca acesta nu este recomandat din punct de vedere economic deoarece prin
utilizarea solventilor alcoolici se obtin randamente semnificativ mai mari.

o Mai multe tehnici de pre-purificare (spalare cu bicarbonat de sodiu, extractie
apoasa si extractie cu benzoat de benzil) a extractelor de lastari de vita de vie au fost testate
pentru a obtine un extract de resveratrol de puritate ridicatd. Cea mai recomandatd metoda
de pre-purificare este extractia lichid-lichid cu o solutie de bicarbonat de sodiu si dietil-eter,
astfel obtindndu-se o fractie de resveratrol cu puritatea de 78,49%. Aceasta tehnicd a dus si
la imbunatatirea turbiditatii extractului si schimbarea culorii din brun inchis la galben
deschis.

o Diferite tipuri de materiale specializate (Silicagel G60, rasini hidrofobe
nefunctionalizare Amberlite XAD 2 si XAD 16 si rasind pe bazd de dextran Sephadex LH -
20) au fost utilizate in incercarea de a obtine resveratrol de puritate inaltd. In cazul utilizarii
rasinii Sephadex LH-20 si a Silicagelului G60 nu s-a constatat cresterea puritatii probei,
rezultdnd pierderi mari in cazul ultimului material specializat, iar prin utilizarea rasinilor
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Amberlite XAD 2 si XAD 16 s-a constatat o Tmbunatdtire semnificativa a puritatii
resveratrolului. Studiul comparativ realizat in continuare pe rasinile Amberlite XAD 2 si
Amberlite XAD 16 a evidentiat faptul ca primul tip de rasina a dus la obtinerea de resveratrol
de puritate ridicata. Prin purificarea extractului cu rasina Amberlite XAD 2 s-a obtinut o
fractie care continea resveratrol de puritate 87,26%, cu o pierdere a resveratrolului de
29,71% fatd de cantitate initiald. Comparativ, in urma purificarii extractului prin coloana cu
rasind Amberlite XAD 16 s-a obtinut o fractie care continea resveratrol de puritate 79,55%,
cu o pierdere a resveratrolului de 47,53% fata de cantitate initiala.

o In vederea determindrii eficientei adsorbtiei resveratrolului de citre granulele de
rasind, acelasi extract a fost trecut de trei ori prin coloane cu rasind Amberlite XAD 2. A
doua fractie a continut 0,38% resveratrol raportat la prima purificare, iar a treia fractie a
continut 0,005% resveratrol raportat la prima purificare si astfel s-a stabilit faptul ca
adsorbtia resveratrolului se realizeaza eficient la prima trecere prin coloana cu rasind
Amberlite XAD 2 si nu se inregistreaza pierderi semnificative. Astfel, s-a demonstrat ca o
singura trecere prin coloana este suficientd pentru purificarea extractului.

. Un alt aspect al purificarii avut in vedere in studiul de fata este reprezentat de
determinarea cantitatii optime de extract la care se poate obtine o fractie cat mai purd
utilizdnd ca material de coloand Amberlite XAD 2. Determindrile efectuate au aratat ca la
purificarea a 50 ml extract s-a obtinut o fractie cu puritatea de 89,49%, iar puritatea fractiilor
a scdzut odata cu cresterea cantitatii de extract, insd influenta nu a fost una semnificativa.
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Diseminarea rezultatelor cercetarilor

Rezultatele cercetarilor experimentale efectuate in cadrul obiectivelor stabilite pentru teza
de doctprat eu fost valorificate prin publicarea a 2 articole stiintifice in reviste de specialitate
internationale si a 3 articole 1n reviste in domeniul tezei din tard, recunoscute CNCSIS.

A

1.

Articole publicate in reviste indexate 1SI Web of Knowledge

Criciun, A. L., Gutt, G. (2022). Study on kinetics of trans-resveratrol, total phenolic
content, and antioxidant activity increase in vine waste during post-pruning storage.
Applied Sciences, 12(3), 1450; DOI: https://doi.org/10.3390/app12031450 (factor de
impact 2.838) https://www.mdpi.com/2076-3417/12/3/1450 — articol Q2

Craciun, A. L., Gutt, G. (2023). Optimization of experimental parameters in the
solvent extraction of trans-resveratrol from Pruning Waste of Vitis vinifera, Feteasca
Neagra variety. Applied Sciences, 13(2), 823, DOl:
https://doi.org/10.3390/app13020823 (factor de impact 2.838)
https://www.mdpi.com/2076-3417/13/2/823 — articol Q2

Articole publicate in reviste indexate in Baze de Date Internationale (BDI)

Criciun, A. L., Gutt G. (2021). A rapid method of determination of trans-resveratrol
in romanian commercial wines by reversed-phase HPLC. Food and Environment
Safety Journal, 19(4),
http://fia-old.usv.ro/fiajournal/index.php/FENS/article/view/755

Craciun, A. L., Gutt G. (2021). Study on extraction and purification of trans-
resveratrol from vine waste — A review. Food and Environment Safety Journal, 20(2).
http://fia-old.usv.ro/fiajournal/index.php/FENS/article/view/793

Craciun, A. L., Gutt G. (2022). Potential of romanian vine wastes as a natural
resource of trans-resveratrol. Food and Environment Safety Journal, 20(4).
http://fens.usv.ro/index.php/FENS/article/view/851

Lucrari comunicate l1a manifestari stiintifice internationale

Craciun, A. L., Gutt G. Study on Kkinetics of trans-resveratrol, total phenolic content,
and antioxidant activity increase in vine waste during post — pruning storage. The 8t
International Conference of Biotechnologies, Present and Perspectives, Facultatea de
Inginerie Alimentara, Universitatea ,,Stefan cel Mare” din Suceava (Romania), 5
noiembrie, 2021.

Craciun, A. L., Gutt G. Trans-resveratrol increase in vine-shoots wastes of Muscat
Ottonel variety during 7 weeks post-harvest. The 88 International Scientific
Conference of Young Scientists and Students ,,Y outh scientific achievements to the
215t century nutrition problem solution”, Universitatea Nationald de Tehnologii
Alimentare din Kiev (Ucraina), aprilie-mai, 2022.
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