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Descrierea inventiei 
Strugurii reprezintii unu! dintre ce!e mai cultivate fiucte din mtreaga lume, aproximativ 80 % din 

recolta fiind folositA in sectond vinificatiei. Industria vinicola genereaza 0 cantitate mare de reziduuri, in 
principal tescovinfl de struguri care este compusa din cojile, seminte1e ~i tulpinile rezultatein urma presfuii 
strugurilor in procesul de vinificatie, insemnand ~ 20% in greutate din strugurii procesati. In general, 
tescovina de struguri fie este distilatii pentru a produce diferite Muturi alcoolice, fie este utilizata ca ~i 
compost sau hrana pentru animale sau este aruncam ca d~u natural [1]. Incinerarea sau depozitarea 
tescovinei de struguri pe terenuri poate sa fie daunatoare mediulu~ datorita comp~ilor fenolici care scad 
pH-ul tescovinei, ducand la acidifierea solurilor precum ~i c~erea rezistentei la degradarea biologicii. 
Alte probleme de mediu inc1ud poluarea apelor de suprafata ~i subterane, miros nepliicut, atragerea 
mu~lor ~i a daunatorilor care pot riispfuldi boli [2]. 

In timpul vinificatiei, polifenoli din struguri sunt transferati in yin, dar 0 proportie mare rlimane inca 
in subprodusele solide de vinificatie, ~i astfel, tescovina de struguri reprezintii un produs secundar care 
contine numeroase produse cu valoare adaugata, cum ar fi polifenoli, pigmenti, taninuri, zaharuri 
nefennentate, alcool, etc. [3]. In procesul de obtinere a vinului alb, sucul rezultat in urma presarii strugurilor 
este supus fennentarii, tescovina nefiind implicata in fennentatie, ceea ce face ca tescovina rezultata sa 
continfl mai multA pu\pa ~i zahar rezidualin comparatie cu tescovina de yin ro~u, dar ~i cantitAti importante 
de polifenoli care nu au fost ex:t:r"a!?i in Yin. In schimb, la procesarea vinului ro~u, strugurii suntin intregime 
implicati in fennentatie ~i astfel, sucul ~i tescovina sunt fennentate impreuna, timp in care zaharurile sunt 
transformate in alcool sub actiunea drojdiilor ~i cantitAti importante de polifeno!i tree astfe!in vinuri [4]. 

Cantitatea de tescovina generatA in urma vinificatiei depinde de soiul de struguri ~i de procesu! de 
presare, precum ~i de etapele de fermentatie, in timp ce variabilitatea comp~i1or fenolici ~i randamentul 
de extractie al acestora din tescovina depind de soiul de struguri, maturitatea strugurilor, locatia geograficii, 
c1ima, starea solului ~i procesul tehnologic de vinificatie [5]. Astfe~ tescovina de struguri contine numero~i 
comp~i polifenolici valor~i retinuti din cojile ~i seminte!e de struguri, printre care acizi fenolici, flavanoli, 
flavonoli, proantocianidine, antociani ~i stilbene, care prezintA numeroase activitAti biologice, cum ar fi 
activitfltile antioxidante, antimicrobiene, antiinflarnatorii, anticancerigene ~i de protectie cardiovasculara 
[6,7]. Prin urmare, consumul de polifenoli a fost asociat cu un risc redus de boli cronice, inc1usiv boli 
cardiovasculare, neurodegenerative ~i cancer, de exemplu, cancerul de colon [8]. 

Me:Yoritatea acestor polifenoli sunt reprezentati de catre polifenolii din peretele celular, care sunt 
legati de poJizaharide prin interactiuni hidrofobe, legaturi de hidrogen ~i legaturi covalente, dar exista ~i 
polifenoli care se gasesc in citoplasma celularii, in interiorul vacuolelor celulare sau asociati cu nucleul 

RO 138177 A0



eelular. in timp ee polifenolii din peretii eelulari pot fi recuperati prin extractii traditionale solvent-solid, 
polifenolii din structurile insolubile precwn vacuolele eelulelor vegetale ~i straturile duble ale membranei 
eelulare sunt mai strans legati, nefiind accesibile solventilor, necesitfuld tehnici avansate de extractie [9]. 

Degradarea polizaharidelor peretelui eelular, care elimina aceasta bariera fiziea ~i deschide eelula, 
este un pas fundamental in imbunat:atirea eliberfuii de polifenoli din tescovina de struguri. Cercetarile s-au 
concentrat pe utilizarea enzimelor de hidrolizli a peretelui eelular, cwn ar fi eelulazele, glucanaza ~i 
pectinazele, pentru a elibera polifenolii din vacuolele ~i membrana eelulara, dar ~i pentru a hidroliza 
polifenolii in comp~i fenolici eu greutate moleculara mica, erescind astfel disponibilitatea ~i 

bioactivitatea acestora [10]. 
Prezenta compu~ilor bioactivi adauga valoare tescovinei de struguri care poate fi transformata in 

compu~i valoro~i pentru industria cosmetica, nutraceutica, farmaceutiea ~i alimentara, reducand astfel 
impactul asupra mediului legat de eliminarea de~eurilor [11]. Astfel, exista un interes sporit pentru 
valorificarea extensiva a tescovinei de struguri pentru a obtine coproduse de mare valoare, cwn ar fi 
remedii naturale pentru sanatate, suplimente alimentare ~i ingrediente alimentare functionale. 

in ultimii ani, a existat un interes din ee in ee mai mare pentru utilizarea subproduselor bogate in 
polifenoli proveniti din industria vinului pentru a produce extracte ~i produse noi pentru mentinerea 
sanatatii wnane [8]. Importanta polifenolilor face ca tescovina de struguri sa fie de interes pentru industria 
alimentara, nutraceutica, farmaceutica ~i chimiea. Astful, tescovina de struguri poate fi folosita pentru 
obtinerea unui nwnar mare de componente cu valoare adaugata precwn acizi comestibili (acizi tartric, 
malic ~i citric), etanol, fibre alimentare, ulei de seminte de struguri ~i antioxidanti [12J. Ca atare, extractia 
polifenolilor din de~urile provenite din practicile industriale traditionale reprezinta 0 sursa atractiva, 
durabiUi ~i rentabila de obtinere a unor extracte polifenoliee de mare valoare, care ar putea fi folosite drept 
ingrediente functionale care pot fi incorporate in alimente functionale sau diferite produse cosmetiee. 

Recuperarea comp~ilor valoro~i din de~urile alimentare precum tescovina de struguri este 0 
problema emergenta in sectoml alimentar, recuperarea aeestor comp~i in modul eel mai adecvat ~i 
ecologic, tehnicile de extractie ~i capacitatea de maximizare a randamentul tara a compromite stabilitateaJ 
calitatea produsului fiind 0 sarcina dificila. Din aceasta perspectiva, metodele sunt modificate pentru a 
recupera componentele bioactive din tescovina de struguri pe baza unei tehnologii mai rapide ~i ,,mai 
ecologiee" [3J. 

Anua~ cramele produc 0 cantitate mare de tescovina de struguri intr-o perioada scurta de timp, de 
aceea procesarea tescovinei de stmguri imediat dupa producerea vinului este considerata esentiall.l 
Datorita bioactivitatii ridicate, susceptibilitatea la degradarea enzimatica ~i sensibilitatea la degradarea 
termica, este necesara 0 conservare eficienta a tescovinei ~i un proees eficient de recuperare. Astfel, 
utilizarea unor procese simple de uscare ~i macinare permit conservarea substante10r fitoehimiee din 
tescovina de struguri [1 J. Uscarea este printre metodele de conservare utilizate in mod obi~nuit, deoarece 
inhiba ~rea mieroorganismelor ~i intfuzie reactiile chimiee [7]. Cu toote acestea, compu~ii fenolici 
sunt substante sensibile la ealdur8., prin urmare temperaturile mai mid de 60°C sunt considerate potrivite 
pentru pretratarea tescovinului de struguri pentru a-~i pastra comp~ii bioactivi. De asemenea, uscarea 
tescovinei provoaca mperea ~i distrugerea peretilor eelulari ~i, in consecint8., se formeaza cavitati mari ~i 
spatii intercelulare care permit extragerea cu u~urinta a substantelor eelulare [13J. Macinarea tescovinei 
uscate inainte de extractia comp~ilor bioactivi asigura crearea unei suprafete mai mari de contact intre 
materialul supus extractiei ~i solventul folosit pentru extractie, in acest fel fiind posibila obtinerea unor 
extracte cit mai bogate in comp~i bioactivi. 
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Recuperarea comp~ilor bioactivi din tescovina de struguri se realizeaza de obicei prin extractie, 
pentru aceasta fiind utilizate diferite metode conventionaIe ~i neconventionaIe [14]. Extractiile 
conventionale cu solventi precum extractia solid-lichid cu agitare mecanica, macerarea, extractia la reflux 
~i extractia Soxhlet, folosind in general solutii etanolice sau metanolice ca solventi, reprezinta cele mai 
raspfuldite tehnici utilizate la scara de laborator ~i industrialii pentru extragerea compu~ilor bioactivi din 
materiaIe vegetale. Astfel de metode care folosesc temperaturi ridicate :fuciliteaz1i. procesul de transfer de 
masa, dar consuma multa energie ~i 0 cantitate mare de solventi, astfel reprezentfuld 0 problema energetica 
~i de mediu serioasa Totodata, utilizarea acestor metode duce la degradarea compu~ilor termolabili 
precum polifenolii, datorita hidrolizei ~i oxidarii acestora in timpul extractiei. 

In prezent, accentul s-a indreptat catre utilizarea tehnologiilor emergente care optimizeaz1i. 
performanta extractiilor folosind tehnici care implica mai putina energie ~i timp, considerate metode de 
extractie neconventionale. Dintre acestea, extractia asistata cu ultrasunete, extractia asistata cu microunde 
(MAE), extractia cu fluide supercritice (SFC), extractia enzimatica sunt metode de extractie care se 
concentreaz1i. pe diminuarea utilizarii solventilor organici in procesele de extractie impreuna cu aIte 
beneficii precum intensificarea procesului de transfer de masa, c~rea cineticii ~i a randamentelor de 
extractie pentru a obtine produse cu valoare adaugata mai mare, intr-un timp mai scurt, cu capacitate de 
recuperare mai mare [11]. 

Pentru extractia polifunolilor din tescovina de struguri, drept solvent extractiv este folosit etanolul 
datorita prezentei sale naturale in vinuri, comportamentului sau de siguranta ~i caracterului sau ecologic, 
in comparatie cu alti solventi organici precum metanoluL In plus, caracteristicile fizico-chimice (punct de 
fierbere scazut) fac operatiunile de recuperare a solventilor mai u~are ~i cu un cost energetic mai mic [15]. 

Extractia asistata cu microunde (MAE) consta in aplicarea unui camp magnetic ~i a unui camp 
electric care oscileaz1i. perpendicular unul pe celalalt, avand ca rezultat modificarea structurii celulei. Astfel, 
undele electromagnetice patrund in materiale ~i interactioneaz1i. cu grupurile polare, provocand generarea 
de dildura ~i favorizfutd astfel incalzirea atat a solidului, cat ~i a solventului. Incalzirea cu microunde se 
bazeaz1i. pe conducerea ionica ~i rotatia dipolului, care provoaca frecare ~i ciocniri intre ioni ~i dipoli, 
favorizfutd patrunderea solventului ~i astfel perturbarea structurii celulelor, ceea ce faciliteaz1i. extractia 
comp~ilor bioactivi [II]. Pentru optimizarea procesului de extractie cu microunde in vederea obtinerii 
unor extracte cu un continut cat mai mare de polifenoli trebuie sa se tina cont de parametrii de operare 
importanti, printre care puterea microundelor aplicate, temperatura de extractie, timpul de extractie, 
raportul solidllichid [16]. 

Extractia asistata de enzime este 0 tehnica de extractie verde care nu utilizeaz1i. solventi organici 
toxici, in comparatie cu extractia conventionaIa cu solventi, fiind considerata 0 metoda de extractie 
ecologica Mecanismul activitatii enzimaticejoaca un rol majorin procesul de extractie asistata de enzime 
datorita selectivitatii sale ~i se bazeaz1i. pe formarea complexului enzima-substrat, care provoaca stres ~i 

incordare asupra substratului, ceea ce are ca rezultat promovarea reactiilor hidrolitice. Eficienta extractiei 
asistata de enzime depinde de capacitatea enzimei de a hidroliza peretele celular ~i de a perturba structura 
complexa a peretelui celular, cu eliberarea comp~ilor bioactivi [17]. Diferite enzime precum pectinaza, 
celulaza, hemicelulaza ~i glucanaza s-au utilizat pentru a perturba peretele celular din diferite matrici 
vegetale, prin ruperea legaturilor glicozidice din lanturile de polizaharide in mono ~i oligozaharide, ~i 

totodata eliberarea polifenolilor complec~i din peretele celular dar ~i pentru a facilita accesulla polifenolii 
din citoplasma celulara, din interiorul vacuolelor celulare sau asociati cu nucleul celular, cu eliberarea 
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abordare ecologica, noua ~i SigUl-a pentru extrac~a compW?ilor bioactivi ~i 0 selectivitate mare In 
compara~e cu alte metode de extrac~e [18]. Extrac~a asistatA de enzime a fost aplicatii cu succes pentru 
extrac~a compu~i1or polifenolici din difurite matrice de plante, cum ar fi tescovina de mar, tescovina de 
struguri, produseJe secundare ob~ute de la ob~erea uleiului de masline [19]. 

Un aIt aspect important de luat In considerare este calitatea extractului. imbunatii~ extractiei 
trebuie sa fie In cantitate (randamentul procesului) ~i In ca1itate (con~utul de compu~i bioactivi In produsul 
final). Metodele de extrac~e a compu~ilor fenolici din materiale vegetale sunt neselective ~i produc solutii 
polifenolice cu cantitii~ mari de produse secundare nedorite, precum zaharuri, alcooli, acizi organici, 
aminoacizi proteine ~i fibre, care depreciaza extractul polifenolic ~~ de asemenea, interfereaza In 
biofunctionalitatea acestuia [5]. Aceste interac~urri pot fi uneori pozitive, In timp ce In alte cazuri ele 
lmpiedica capacitatea antioxidantii a polifenolilor. Zaharurile, sunt capabile sa Incapsuleze polifenoli ~i sa 
Ie livreze acolo unde capacitatea lor de a distruge radicalii liberi este mai utila. De exemplu, zaharurile pot 

proteja polifenolii In stomac ~i intestinal subtire, cu eliberarea acestora In colon, crefu1d un mediu de 
cre~ere antioxidant pozitiv pentru microflora [20]. Pe de aM parte, zaharurile, accelereaza degradarea 
compu~ilor fenolici In timpul depozitarii sau provoaca probleme 'in etapele ulterioare de prelucrare, cum 
ar fi uscarea prin pulverizare, lmpiedicand concentrarea extractelor. Adsorb~a este 0 metoda eficientii de 
purificare a compW?ilor polifenolici din diferite extracte care permite separarea compW?i1or ~tii prin 
diferenta lor de polaritate fata de compu~ii nepolari, cum ar fi carbohidra~i, pentru aceasta folosindu-se 
diferite materiale adsorbante, printre care ~ini polimerice, ~ini schimMtore de ioni ~i zeoli~ [21,22]. 

lnteresul tot mai mare pentru valorificarea completii a compW?ilor bioactivi din reziduurile vegetale 
procesate, a Incurajat cercetiirile privind aplicarea enzimelor de hidroliza ~i a metodelor de ~e 
ecologice pentru eliberarea completii a compW?i1or fenolici din matricea vegetala cu ob~erea unor 
coproduse de mare valoare care pot fi utilizate drept remedii naturale pentru sanatate, suplimente 
alimentare ~i ingrediente alimentare nutritionale. Prin unnare, exista 0 piata de ni~ promitatoare pentru 
utilizarea tescovinei de struguri pentru aplicatii In industria alimentara ~i cosmetica, cum ar fi: ob~erea de 
alimente func~onale 1mboga~te cu fibre dietetice ~i polifeno1~ obtinerea unor conservanti ~i coloran~ 

artificial~ ob~nerea unor suplimente alimentare care contin extract de tescovina de struguri, cosmetice pe 
baza de ulei de seminte de struguri ~i extracte antioxidante care ofera 0 protec~e a pielii ~i previn 
1mbatrfulirea ~i alte afec~urri ale pielii [12,23] . 

Problema tehnica pe care 0 rezolva aceasta invenpe consta In faptul ca propune 0 metoda de 
extrac~e eficientii ~i completii a polifenolilor din tescovina de struguri, prin combinarea a doua metode de 
ext:ractie, extrac~a enzimatica pentru punerea In libertate a polifunolilor care se gasesc In citoplasma 
celulara, In interiorul vacuolelor celulare sau asocia~ cu nucleul celular ~i ext:ractia asistatii de microunde 
pentru eliberarea polifenolilor din peretele celular. 

Solupa pe care 0 propune prezenta inventie este ob~nerea unor extracte polifenolice cu activitate 
antioxidantii ~i antimicrobiana ridicata ob~ute din tescovina de struguri prin utilizarea secvenpala a 
ext:ractiei enzimatice ~i a extracpei asistatA de microunde, unnatii de purificarea extractelor pentru 
Indeparmrea zaharurilor. Extractele obtinute sunt caracterizate ~i testate pentru utilizarea acestora ca 
ingrediente In vederea obtinerii unor alimente functionale, suplimente alimentare sau produse cosmetice, 
menite sa menpna starea de siinatate a populatiei. 

Avantajele inventiei: Procedeul de extrac~e propus pentru recuperarea compu~ilorpolifenolici din 
tescovina de struguri Indeplin~ tennenii defini~ei procesului ecologic, deoarece utilizeazA solven~ 
alternativi (apa, etanol) ~i procedee de extrac~e prietenoase cu mediul (extrac~a asistata de enzime ~i 
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extractia asistatli de microtmde) pentru valorificarea unor produse naturale regenerabile (tescovina de 
struguri), furnizand extracte/ingredient polifenolice sigure ~i de malta calitate, cu proprietap antioxidante 
~i antimicrobiene ridicate. 

Prezentarea pe senrt a figurilor ~i tabelelor 
Figura 1. Schema de obtinere a extractuluifmgredientului polifenolic confonn invenpei 
Figura 2. Cromatograma curentului ionic total (TIC) pentru extractul polifenolic din tescovina de 
struguri, m modul de ionizare negativ 
Figura 3. Activitatea antimicrobiana pentru extractele etanolice obtinute din tescovina de struguri 
rosii (A) ~i tescovina de struguri albi (B) la concentrapi fixe 
Figura 4. Biocompatibilitatea extractului din tescovina de struguri albi asupra liniei de keratinocite 
umane HaCaT evaluata prin metodele MIT (A) ~i cuantificarea eliberarii de LOH extracelular 
LOH(B) 
Figura 5. Biocompatibilitatea extractului din tescovina de struguri ro~ii asupra liniei de keratinocite 
umane HaCaT evaluata prin metodele MIT (A) ~i cuantificarea eliberarii de LOH extracelular 
LDH(B) 
Tabelnll. Proprietaple bioactive ale extractului hidroetanolic din tescovina de struguri 
Tabelul 2. Proprietatile bioactive ale extractelor/ingredientelor polifenolice din tescovina de 
struguri 
Tabelul 3. Identificarea prin UHPLC-MSIMS ~i cuantificarea compu~ilor fenolici m 
extractelelingredientele polifenolice din tescovina de struguri albi (TSA) ~i ro~ii (TSR) 
Tabelul4. Activitatea antimicrobiana a extractelor etanolice din tescovina de struguri. 

Prezentarea in detaliu a unui exemplu de realizare al invenpei, cu referire la fJgUri 
Materia prima utilizata este reprezentata de tescovma de struguri albi, soiul Chardonnay, ~i 

tescovina de struguri ro~ii, soiul Cabemet Sauvignon, arnbele obtinute de la 0 emma localizata m regitmea 
Olteniei. 

Pentru hidroliza enzimatica a tescovinei de struguri s-a utilizat enzima Pectinex® Ultra Clear care 
este 0 enzima folosita m vinificatie inca din anti 1960 cu scopul de a descompune strugurii presati, 
facilitfuld astfel extractia polifenolilorln yin ~i totodata pentru limpezirea vinului prin IndepArtarea pectinei. 
Pentru aceasta, tescovina de struguri deshidratata ~i maruntita este suspendata In solutie de acid citric pH 
= 4,0 la tm raport solid:lichid = 1:7,5 (glv), dup3. care se adauga 50 ilL enzimalgram tescovina, iar suspensia 
obtinuta se omogenizeaza cu agitare mecaruca timp de 20 ore la 0 temperatura de 35°C. Conditiile de 
hidroliza selectate (PH 4,0 ~i 35°C) s-au hazat pe evaluari ale curbelor de temperatura ~i pH ale activitatii 
enzimelor, ~ cum Stmt date In fi~le de date ale fumizorilor de enzime. 

Dupa extractialhidroliza enzimatica, suspensia rezultatii este supusa extracpei cu solvenp asistatli de 
microunde folosind tm sistem de extractie cu microunde din otel inoxidabil, constructie robusta, pentru 
aplicapi de laborator, prevazut cu unitate de microtmde de 1900 W care asigura tm cfu:np de microtmde 
omogen, senzor de temperatura cu infrar~u pentru controlul temperaturii, tara contact cu proba, ~i agitator 
magnetic integrat pentru omogenizarea arnestecului de extractie. Condipile experimentale ale metodei de 
extracpe asistata de microtmde in solutie hidroetanolica 50% au fost optimizate In vederea obtinerii tmui 
continut cat mai mare de polifenoli prin utilizarea metodei suprafetei de rAspuns. Astfel, parametrii 
experimentali optimi constau in: raportul solid lichid 1115 (gIv), la 0 putere a microtmdelor de 1000 W, 
aplicata timp de 35 min., la 0 temperatura de 60°C. La finalul programului de extracpe asistatli de 
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microunde, amestecul de extractie se race~e la temperatura camerei, dupa care se centrifugheaza la 5000 
rpm, timp de 10 min. Supematantul rezultat se colecteaz1i, dupa care se Indepfuteaza etanolul folosind un 
rotoevaporator rotativ eu vid, la 50°C. 

Extractul apos rezultat este purificat in vederea indepartarii zaharurilor folosind un adsorbent de tip 
Amberlite XAD-2 depus intr-o coloana de sticla la un raport de 50 g adsorbant/50 mL extract apos aeidulat 
la pH =2,0. Dupa aplicarea extractului apos pe stratul de adsorbent, adsorbentul care a retinut polifenolii 
se spaIa eu apa acidulata la pH 2 ~i apa pana la indepartarea completa a zaharurilor. Verificarea 
indepartarii zaharurilor se realizeaza prin testarea fraepilor de spalare prin metoda spectrofotometrica de 
determinare a zaharurilor reducatoare. Eluarea polifenolilor retinup pe adsorbent s-a realizat eu 200 mL 
etanol acidulat eu 0,01% acid trifluoracetic. Extractul polifenolie obtinut este concentrat folosind un 
rotoevaporator rotativ cu vid, la 40°C, prevazut cu un curent de azot, pana la uscare. Reprezentarea 
sehematica a etapelor necesare pentru obtinerea extractelor polifenolice din tescovina de struguri, conform 
procedeului de extraepe ~i purificare propus in invenpe, este prezentata in Figura 1. 

Ingredientele funcponale (extracte polifenolice solide) obtinute conform metodei de extractie ~i 
purificare descrise anterior au demonstrat randamente de extractie a polifenolilor ridicate, anume: 1550 
mg extract polifenolicll00 g tescovina de struguri albi, soiul Chardonnay, respectiv 3150 mg extractll00 
g tescovina de struguri ~i~ soiul Cabemet Sauvignon, valorile fiind mai marl comparativ eu datele din 
literatura (2079,33 mg/IOO g de tescovinl1 uscata de struguri Cabemet) [24]. 

Ingredientele funeponale obtinute conform invenpei au fost earacterizate din punet de vedere al 
continutului total de polifenoli (IP), continutul total de flavonoizi (TF), activitatea antioxidanta (fEAC, 
FRAP, ClWRAC, DPPH), profilul polifenolilor prin UHPLC-MSIMS, activitate antimicrobiana, 
toxicitate ~i biocompatibilitate. 

Confinutul total de polifenoli (TP) a fost masurat spectrofotometric conform metodei descrisa de 
Singleton ~i Rossi (1965) eu unele modificari [25]. Peste 100 ilL extract dizolvat sau solutie standard de 
acid galic s-au adaugat 5 mL apa distilata ~i 200J.1L reactiv Folin Ciocalteu, dupa care se omogenizeaza. 
Dupa 5 minute de reactie, s-au adaugat 300 III de solutie de carbonat de sodiu 20% pentru a opri reactia ~i 
se lasa timp de 2 ore, la temperatura camerei ~i ferit de lumina, pentru a dezvolta culoarea albastra 
caracteristica. Dupa incubare la temperatura camerei, timp de 2 ore, s-au inregistrat valorile absorbantelor 
la 675 nm, fata de apa. Cmba de ca1ibrare s-a realizat pentru concentrapi de acid galic (GAE) cuprinse 
intre 0-1250 mgIL, iar rezultatele s-au exprimat in mg GAElg extract). 

Confinutul total dejIavonoide (TF) a fost determinat prin metoda clorurii de aluminiu, conform 
protocolului descris de Geani1 ~i colab. [26], ce constl1in tratarea a 0,5 mL extract dizolvatlstandard cu 0,4 
mL solupe de AICh 25 gIL, 0,5 mL solutie de acetat de sodiu 1OOgIL ~i 4 mL apa. Dupa agitare aceasta 
solutie a fost 1l1sata sa stea timp de 15 minute la intuneric ~i s-a citit absorbanta amestecului la lungimea de 
unda, 430 nm, fata de apa. Curba de calibrare s-a rea1izat pentru concentrapi de quercetin (QE) in 
intervalul 0-125 mgIL, iar continutulin flavonoide a fost exprimat in mg QElg extract. 

Activitatea antioxidanta 

DPPB: Activitatea antioxidanta a extractelor polifenolice obtinute s-a determinat prin metoda de 
captare a radicalilor DPPH (2,2-difenil-l-pierilhidrazil), unnand procedura descrisa de Geana ~i colab. 
[26]. Pentru aceasta, 6 ml de solutie metanolica DPPH 0,09 mg/ml au fost amestecati eu alicote de 0,5 ml 
de extract diluat, iar absorbanta a fost ml1surata la 517 nm, fata de metanol ca martor, dupa 20 minute, la 
temperatura camerei. Ml1surl1torile de absorbtie sunt transformate in activitate antioxidanta utilizilnd 
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Trolox drept standard. in intervalul de concentratie de 50-1000 Ilmo1ifL, iar activitatea antioxidanta a 
extractului a fost exprimata ca echivalenp Trolox Ilmol TFlg extract. 

TEAC: Metoda antioxidanta de neutralizare a radicalului ABTS a fost detenninata prin testul de 
decolorare a cationilor radicalici ABTS. ABTS+ a fost produs prin reacpa dintre 7 mM ABTS in apa ~i 
2,45 mM persulfirt de potasiu concentratie fmala, depozitat la intuneric la temperatura camerei, timp de 
12-16 ore inainte de utilizare [27]. SolupaABTS+ a fost apoi diluata cu metanol paoa la 0 absorbanta de 
apox. 0,700 la 734 nm. Dupa adaugarea a 20 J.1L de proba in 180 J.1L de solupeABTS+ diluatii, absorbanta 
a fost masurata dupa 30 min. Masuratorile s-au realizat In triplicat. Trolox a fost folosit ca substanta 
standard, curba de calibrare fiind realizata pentru intervalul de concentratii 12,5-150 J.1M, pornind de la 0 

solupe stoc de Trolox I mM. 
FRAP: Metoda FRAP se bazeazA pe abilitatea antioxidantilor de a reduce complexul 

tripiridiltriazina - Fe>+ (Fe(III)-TPTZ) la complexul tripiridiltriazina - Fti+ (Fe(II)-TPlZ) de coloratie 
albastra, avaod ca mecanism de reactie cedarea de electroni de catre antioxidant. Detenninarea puterii 
antioxidante de reducere a fierului sMa realizat prin metoda descrisa in Iiteratura, cu unele modificari 
[28,29]. S-au preparat unnatoarele solutii: tampon acetat de 300 mM, pH 3,6; solutia stoc de 10 mM TPlZ 
in 40 mM HCI; ~i solupa de 20mM FeCh in apa. Se prepara reactivul FRAP prin amestecarea a 10 pilr1:i 
de solupe tampon acid acetic - acetat de sodiu 300 mM, pH 3,6 cu 0 parte solutie TPlZ lO mM ~i 0 parte 
solutie de FeCh 20 mM (10: 1:1). Reactivul FRAP este preparat zilnic (cu exceptia solutiei tampon) ~i pnut 
pe baie de apa la 37 "(:. La 15 ilL proba/ solutia standard, 285 ilL reactiv FRAP ~i se incubeaza timp de 
30 minute la 37 "(: la intuneric. Dupa incubare se cite~e absorbanta la 593 nm. Trolox a fost folosit ca 
substanta standard, curba de calibrare fiind trasata pentru intervalul de concentratii 10 - 250 11M 
TroloxlmL, pornind de la 0 solutie stoc de Trolox 1 mM. 

CUPRAC: Detenninarea activitapi antioxidante prin metoda CUPRAC se bazeaza pe reducerea 
complexului cupric, neocuproina (Cu (II)-Nc) de catre antioxidanti in fonna cuproasa (Cu (I)-Nc). 
Reducerea ionului cupric s-a realizat confonn unei metode adaptate dupa [30], astfel: s-au amestecat 60 
J.1L de probalso1utii standard cu 50 J.1L CuCb (10 mM), neocuproina 50 J.1L (7,5 mM) ~i acetat de amoniu 
1M, pH=7 (50 J.1L). Dupa 30 de minute, absorbanta a fost masurata la 450 nm. Curba de calibrare sMa 
realizat futa de Trolox, intr-un intervalul de coneentrapi cuprins intre 50 - 1500 11M TroloxlmL, pornind 
de la 0 solutie stoc de Trolox 2 mM. 

Proprietl'ttile bioactive (total polifenol~ total flavonoizi ~i activitatea antioxidanta) au fost exprimate 
amt pentru solutiile hidroetanoliee, inainte de purificarea pe adsorbent (Tabel 1), cat ~i pentru 
extractelelingredientele polifenoliee sub fonna de pulbere (TabeI2). 

Extractele hidroetanoliee din tescovina de struguri obtinute confonn procedeului descris in inventie 
au prezentat proprietati bioactive semnificative, cu valori mai mari pentru extractul din tescovina de 
struguri ro~ii comparativ cu eel din tescovina de struguri albi (Tabell). Astfel, continutul total de polifenoli 
a fost de 2115,36 mg GAFJL pentru extractul din tescovina de struguri r~ii ~i de 3950,52 mg GAEIL 
pentru extractul din tescovina de struguri ro~ii, in timp ee continutul de flavonoizi a fost de 53,80 mg QEIL 
pentru extractul din tescovina de struguri albi ~i de 87,21 mg QEIL pentru extractul din tescovina de 
struguri ~ii. Activitatea antioxidanta a extractului hidroetanolic din tescovina de struguri ro~ii a fost de 
aproximativ dom ori mai mare comparativ cu extractul din tescovina de struguri albi. 

Extractele din tescovina de struguri au prezentat proprietl'tp bioactive semnificativ mai mari 
comparativ cu datele prezentate in literatura de specialitate, unde rezultatele sunt raportate futa de tescovina 
uscata. Rezultatele detenninarilor proprietatilor bioactive (total polifenoli, total flavonoizi, activitate 
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antioxidanta) ale extractelor din tesoovina de struguri obtinute confonn procedeului descris in inventie sunt 
prezentate in Tabelul 2. Astfel, continutul total de polifenoli in extractul obtinut din tesoovina de struguri 
albi a fost de 438,27 mg GAE/g extract, iar in extractul obtinut din tesoovina de struguri ro~ii a fost de 
618,58 mg GAE/g. Continutul de flavonoizi totali in extractul din tescovina de struguri albi a fost de 19,78 
mg QElg extract, iar in extractul din tesoovina de struguri ro~ii de 51,39 QElg extract Activitatea 
antioxidanta a extractelor din tesoovina de struguri a fost de 5112,34 11M TElg extract pentru extractul din 
tesoovina de struguri albi ~i de 6908,30 11M TElg extract pentru extractul din tesoovina de struguri ro~ii. 

In literatura de specialitate sunt raportate valori ale continutului ,de polifenoli totali de 17,06 mg 
GAE/g [31],41,23 mg GAE/g [32],4,27-20,79 mg GAE/g [24] pentru tesoovina de struguri ro~ii, in timp 
ce pentru tescovina de struguri alb~ valorile continutului de polifenoli totali sunt de 25,58 mg GAE/g [31], 
44,70 mg GAE/g [32]. De asemenea, continutul total de polifenoli in extractele obtinute din tescovina de 
struguri confonn inventiei este mult mai mare comparativ cu valorile din literatura pentru extractele 
obtinute prin diferite metode de extractie ~i purificare, cu valori de 22,61-49,92 mg GAE/g extract [33], 
50,01-207,06 mg GAE/g extract [34] sau 2,60 mg GAE/g extract [35]. 

Activitatea antioxidanta raportata in literatura pentru tescovina de struguri prezinta valori cuprinse 
intre 41,66-85,13 Ilmol TElg [31], 88,88-138,24 mg TElg [32], valorile activitapi antioxidante ale 
extractelor din tesoovina de struguri obtinute confonn inventiei fiind mult mai mario 

Profilul UHPLC-MSIMS al exracteIor polifenolice din tescovina de struguri s-a realizat prin 
UHPLC-MSIMS cu ionizare ESt, folosind un spectrometru de masa de inalta rezolutie Q Exactive™ 
Focus Hybrid Quadrupole-OrbiTrap (ThermoFisher Scientific) echipat cu HESI, cuplat la un cromatograf 
de lichide de inalta perfonnantA UltiMate 3000 UHPLC (ThermoFisher Scientific). Separarea 
cromatograficll s-a realizat pe 0 coloanll Kinetex® C18 (100 x 2.1 mm, diametrul particulelor de 1.7 11m), 
la 0 temperaturll de 30°C. Faza mobilll: A - apll cu 0,1% acid fonnic ~i B - methanol cu 0,1% acid fonnic, 
elutia in gradient la un debit cuprins Intre 0,3-0,4 mUmin. Spectrul de masa s-a inregistrat In modul de 
ionizare negativa intr-un domeniu euprins intre 75-1000 mlz, la 0 rezolutie de 70.000. Azotul a fost folosit 
ca gaz de coliziune ~i gaz auxiliar 1a un debit de 11 ~i respectiv 48 unitap arbitrare. Tensiunea aplieat11 a 
fost de la 2,5 kV ~i temperatura capilarii a fost de 320°C. Energia celulei de coliziune a fost de 30 eV. 
Datele au fost aehizitionate ~i procesate folosind pachetul software Xcalibur (Versiunea 4.1). Calibrarea s­
a realizat in intervalul de concentratie 50-2000 !lWL pentru fiecare dintre comp~ii fenolici individuali 
(acizi fenolici, fiavonoizi, stilbeni, antocianidine), prin diluarea in serie eu metanol a amestecului standard 
de concentratie 10 mgIL. 

Cromatograma UHPLC-MSIMS a curentului ionic total (I1C) pentru extractul din tescovina de 
struguri, in modul de ionizare negativ, acoperind un interval de scanare intre 75 ~i 1000 mlz, este prezentata 
in Figura 2. Identificarea comp~ilor fenolici in extractele din tcsoovina de struguri, timpul de retentie, 
valorile mlz ale ionilor aduct ~i fragmentele MSIMS in modul ESI negativ, precum ~i rezultatele cantitative 
In extractele obtinute din tesoovina de struguri, confonn procedeului descris In inventie, sunt prezentate in 
Tabelul3. Astfel, In extractele din tesoovin11 de struguri au fost cuantificati 0 serie de comp~i polifenolici 
din clasa acizilor fenolici, flavonoizilor, stilbenilor, antocianilor, compu~i care prezinta proprietiiti 
antioxidante, antiinfiamatorii, antimicrobiene, etc. 

Extractul/ingredientul polifenolic obtinut din tescovina de struguri albi (TSA) contine cantitati 
importante de comp~i polifenolici, ~i anume: procianidin B2 (916,53 Ilglg), catechinll (377,35 Ilglg), 
epicatechina (247,01 Ilglg), quercetin (366,98 Ilglg), kaempferol (435,10 Ilglg), acid siringic (115,13 
Ilglg), taxifolin (89,38 Ilglg), acid abietic (76,95 Ilglg), acid ferulin (61.66 Ilglg), acid 4-hidroxibenzoic 
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(37,95 /lglg), acid elagic (36,42 /lglg), acid shikimic (28,90 /lglg), acid abscisic (25.07 /lglg), 

isorapontigenin (26,83 /lglg). 

Extractulfrngredientul polifenolic obtinut din tescovina de struguri ro~ii (TSR) contine cantitati 
importante de compu~i polifenolici, ~i anume: procianidin B2 (1426,54 flglg), oenina (833,58 flglg), acid 
siringic (790,92 /lglg), catechina (448,83 flglg), epicatechina (375,65 flglg), acid p-cumaric (287,56flglg), 

quercetin (366,98 /lglg), acid cafeic (131,98 flglg), acid vanilic (113,39 flglg), acid ferulic (33,58 flglg), 

isorhamnetin (36,37flglg), isorapontigenin (54,99flglg). 

Datorim continutului ridicat de polifenoli ce confera extractelorrrngredientelor polirenolice obtinute 
conform inventiei un caracter puternic antioxidant, acestea pot fi folosite pentru obtinerea unor suplimente 
alimentare sau alimente :funcponale puternic antioxidante menite sa mentina starea de sanatate a populapei. 

Activitatea antimicrobiana 
Tulpini microbiene: Activitatea antimicrobiana a fost testata asupra bacteriilor Gram-pozitive 

(Staphylococcus aureus ATCC, S. epidermidis ATCC 12228, Enterococcusfaecalis ATCC 19433) ~i 
Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosacens ATCC 27853, Proteus 
mirabilis ATCC 29245), precum ~i levuri (Candidaalbicans ATCC 10231). 

Evaluarea cantitativa a activitatii antimicrobiene: Analiza cantitativa a fost erectuatii utilizand 
metoda microdilutiilor binare in mediu lichid (Tryptone Soy Broth pentru bacterii ~i Sabouraud pentru 
levuri). Intervalul de concentrape pentru extractele alcoolice a fost de Ia 7,81 la 500 flUmL. Simultan, s­
au tacut dilupi in serie cu etano150%in condipi similare de lucru pentru aobtine un control negativ. Fiecare 
godeu a fost inoculat cu 10 jlL suspensie microbiana proaspam de 24h, ajustatala 1,5 x 108 CFU/mL. 

Valorile concentratiilor minime inhibitorii (CMl) au fust stabilite atat macroscopic, ca ultima concentratie 
Ia care nu s-a observat cre~microbiana, cat ~i spectrofotometric. Absorbanta culturilor microbiene a 
fost masurata la 620 nm utilizand spectrofotornetrul FlexStation 3 UV-Vis (Molecular Devices, San Jose, 
CA, SUA). Din godeurile unde nu se observa cre~ere microbiana s-au spotat cate 5 flL pe mediu solid 
Muller Hilton in vederea detenninarii concentrapei minime microbicide (CMB). 

Evaluarea influentei asupra aderentei microbiene: Influenta asupra capacimpi de aderenta la 
substrat inert a fost cuantificata dupa efectuarea protocolului analizei cantitative a efectului antimicrobian. 
Prin metoda microtitrarii s-a evaluat biomasa aderamla nivelul godeurilor placilor din polipropilena dupa 
spalarea cu AFS, fixare cu metanol rece (10 min) f?i colorare cu cristal violet (concentrape 0,1%, timp de 
colorare 15 min). Densitatea optica a materialului biologic aderat f?i resuspendat in acid acetic (CH3COOH 
33%, 15 min) s-a detenninat prin citirea absorbantei la 490 nm. 

Rezultatele determinarilor au indicat fuptul ca extractele din tesconina de struguri au prezentat 
activitate antimicrobiana mai bum asupra tulpinilor Gram negative (Tabel 4). Prin comparatie cu 
activitatea solventului, activitatea antimicrobiana a extractului de tescovina de struguri albi s-a manifestat 
asupra tulpinilor E. faecalis, s. epidermidis, P. mirabilis, P. aeruginosa si C albicans. Prin comparaPe cu 
solventul utilizat, extractul din tescovina de struguri ro~ii a prezentat activitate asupra tulpinilor S. aureus, 
E.faecalis, P. mirabilis si P. aeruginosa. 

Efectul rnicrobicid s-a manifestat pentru extractul de tescovina de struguri albi ~i struguri ro~ii in 
cazul tulpinilor S. aureus ~i S. epidermidis; extractul de struguri albi asupra E. faecalis; extractul de 
tescovina din struguri albi s-a dovedit activ asupra tulpinii E. coli. Inhibarea aderentei microbiene s-a 
observat doar pentru dow variante ~i anume tescovina de struguri albi asupra S. aureus ~i E. faecalis. 
lmportanta inhibarii aderentei microbiene consta in reducerea primei etape de formare a biofilmelor 
microbiene. 
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61 
Pentrn a evalua diferentele dintre extractele de tescovina ~i solvent (etanol 50%), s-a caleulat 

viabilitatea microbiana la concentratii fixe. In caml tescovinei de strnguri rosii, viabilitateamicrobiana (%) 
a fost semnificativ mai scamtii fata de solventul utilizat asupra tulpinilor S. aureus (p<0.000 I), E. faecalis 
(p<0.0001), P. mirabilis (p<O.OOOl), P. aeruginosa (p<0.01) ~i C albicans (p<O.05). S-a observat 0 

cre~tere a proliferiirii semnificativa fata de solventul utilizat pentrn tulpina S. epidennidis (p<O.Ol) ~i 
nesemnificativa fata de E. coli (p>0.05), probabil datoritii proteetiei oxidative generatii de antioxidantii din 
extract (Figura 3A). Evaluarea diferentelor dintre extractul obtinut din tesoovina de struguri albi fata de 
solventul utilizat, indica faptul ca extractul a scamt semnificativ viabilitatea microbianala concentratiile 
similare de solvent in special asupra tulpinilor S. aureus (p<0.0001), E. faecalis (p<O.OOO 1), P mirabz1is 
(p<0.0l), P aeruginosa(p<O.OOOl) ~i C albicans (p<O.OOI) (Figura3B). 

Raportat la literatura de specialitate s-a observat 0 imbunatiitire a activitiitii antimierobiene a 
extractelor din tesoovina de struguri obtinute conform inventiei asupra tulpinilor C albicans. S. aureus 
[36]. epidennidis [37], E. coli [38], P. aeruginosa [39], fiind mai active asupra bacteriilor Gram negative. 

Biocompatibilitatea s-a detenninat prin metodele MIT si LDH 
Testul MIT este 0 metoda cantitativa pentrn analiza viabilitiitii celulare. Keratmocitele HaCaT au 

fost co-eultivate timp de 24 de ore eu diferite concentratii din fiecare extract (50-500 ~/mL) ~i incubate 
in continuare eu 1 mglmL [3- (4,5-dimetiltiazo12il)] - 2,5 difuniltetrazolium bromurii solutie (MTT) la 
intuneric, la 37°C. Dupii 4 ore de incubare, eristalele de formazan au fost solubilizate eu izopropanol, 
rezultfuld 0 solutie purpurie, euantificatii spectrofotometrie la 550 nm, utilizand FlexStation3 (Molecular 
Devices, SUA). 

Nivelul de eitotoxicitate exercitat asupra celulelor HaCaT a fost identifieat folosind kit-ul 
Cytotoxicity Detection Kit PLUS (Roche, NY, USA), urmand instruetiunile produeatorului. Mediul de 
eulturii a fost eolectat ~i amestecat eu eomponentele kitului pentrn a fi analizata eliberarea extracelulam a 
LDH prin masurare spectrofotometriea a absorbantelor la 490 nm. 

Practie, extractelelingedientele obtinute conform inventiei prezintii viabilitate de aprox. 100010 
raportat la martorul de viabilitate celularii, In timp ce fata de concentratia similam de etanol a crescut 
semnificativ viabilitatea la toate concentratiile luate in lueru. Ratele ridicate de viabilitate celulam In 
contact eu extractul din tesoovina de struguri albi a demonstrat eli sunt biocompatibHe eu Iinia de 
keratinocite HaCaT (Figura 4A). 0 cre~re semnificativa a viabilitiitii celulare pentrn celulele tratate eu 
extractul de tesoovina de struguri albi fata de concentratia simHam de solvent s-a observat la toate 
concentratiile prin metoda MIT, unde extractul clasie a creseut semnificativ proliferearea celuIara (Figura 
4A). Mai mult, caracterul antioxidant a condus la scaderea semnificativa a secretiei de LDH extracelular 
amt fata de martorul de eelule viabile dit ~i eoneentratia similam de solvent (Figura 48). 

Extractul din teseovinii de struguri ro~ii s-a dovedit biocompatibil amt prin metoda MIT cat ~ 
eliberarea de LDH. S-a observat prin MIT ca datoritii caracterului antioxidant al extractului c~e 
semnificativ viabilitatea celulam comparativ eu concentratia similam de solvent (Figura 5A), insa prin 
metoda de cuantificare a eliberiirii de LDH s-a observat 0 ~ere semnificativa fata de martorul de celule 
viabile (p < 0,05), probabil datoritii concentratiei de antociani care interrem la lungimea de unda490 nm 
(Figura 5B). 

Datoritii fuptului eli extractelelingredientele funcponale obtinute conform inventiei au prezentat 
biocompatibile cu linia celulara de keratinocite HaCaT, observandu-se 0 scadere semnifieativa a eliber.1rii 
LDH extracelular, indica faptul ca acestea pot fi utilizate pentrn obtinerea unor produse cosmetice bogate 
in antioxidanti. 
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REVENDICAru::LE INVENflEI 

1. 	 Proeedeu de obtinere a extractelor/ingredientelor polifenolice din tescovina de struguri (Vilis Vint{era L.) 

prin extracpe enzimatiea eombinata eu extractie asistata de microtmde, urmata de purificarea extractelor. 

2. 	 ExtractulJingredientul polifenolie dintescovina de struguri albi obtinut conform revendicarii 1caracterizat 
prin aceea ca prezinta un conpnut total de polifenoli de 438,27 mg GAElg extract, conpnut de flavonoizi 
totali de 19,78 mg QElg extract, activitate antioxidantade 5112,34 11M TElg extract ~ un profil polifenolic 
caracterizat de comp~i precum procianidina B2 (916,53 Ilglg), catechina (377,35 Ilglg), epicatechina 
(247,01 Jlglg), quercetin (366,98 Jlglg), kaempferol (435,10 Ilglg), acid siringic (115,13 Jlglg), taxifolin 
(89,38 Jlglg), acid abietic (76,95 Jlglg), acid ferulic (61,66 Jlglg), acid 4-hidroxibenzoic (37,95 Jlglg), acid 
elagic (36,42 Jlglg), acid shikimic (28,90 Jlglg), acid abscisic (25.07 Ilglg), isorapontigenin (26,83 Jlglg); 
extractul prezinta activitate antimicrobiana asupra tulpinilor Gram negative (E. foecalis, S epiderrnidis, 
P. mirabilis, P. aeruginosa ~i C. Albicans) ~i biocompatibile cu linia de keratinocite HaCaT. 

3. 	 Extract/ingredient polifenolic din tescovina de struguri ro~ii obtinut conform revendicaru 1 caracterizat 
prin aceea ca prezinta un conpnut total de polifenoli de 618,58 mg GAElg extract, conpnut de flavonoizi 
totali de 51,39 mg QElg extract, activitatea antioxidanta de 6908,30 J1M TElg extract ~i un profil 
polifenolic caracterizat de comp~i precum procianidin B2 (1426,54 Jlglg), oenina (833,58 Ilglg), acid 
siringic (790,92 Jlglg), catechina (448,83 Jlglg), epicatechina (375,65 Jlglg), acid p-cumaric (287,56 
Jlglg), quercetin (366,98 Jlglg), acid cafeic (131,98 Ilglg), acid vanilic (113,39 Jlglg), acid ferulic (33,58 
Jlglg), isorhamnetin (36,37 Jlglg), isorapontigenin (54,99 Jlglg); extractul prezinta activitate 
antimicrobiana asupra tulpinilor Gram negative (S aureus, E.faecalis, P. mirabilis si P. aeruginosa) ~i 
biocompatibile cu linia de keratinocite HaCaT. 
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Figuri ~i tabele explicative pentru invenpe 

Tescovioa de struguri 

Conditionare: (uscare in curent de aer cald, la 0 temperatura de 50°C) I Mlirunttre 

"(7 

Extrac{ie eozimaticii 

Iratare tescovina de struguri Cll 0 solutie de acid citric pH=4,O, dupa care se adaugii enzima, lUlllatii de omogenizare timp de 20 ore, la 0 temperatma de 35°C 

~7 

Extractie asistatii de microuode 

In solu~e hidroetanolica (50%), la till raport solid lichid de 1115 (glv), puterea microundelor de 1000 W, aplicata timp de 35 min., la 0 temperatura de 60°C 

"(7 
Recuperare extract: centrifugare, fIJtmre, evaporare etanol 

""-7 
Purificare extract peotru indepartarea zaharurilor: adsorbent Amberlite XAD 2 

""-7 
Reluare extract Cll etanol 

'(7 

Evaporare etano~ liofiJizare 

~7 
Caracterizare extract: polifenoli totali (mg GAElg), activit ate antioxidant ii, profilul polifenolic, activitate microbianii, biocompatibilitate 

Figura 1. Schema de obtinere a extractuluilingredientului polifenolic conform inventiei 

RT: 000 ·3000 
100 0.75 NL 

4.98E8 
TIC F: FTMS·p 
ESIFUlms 
1100.0000­
1500.0000) illS 
Tesco"';na_,osle 

Figura 2. Cromatograma curentului ionic total (TIC) pentru extractul polifenolic din tescovina de 

struguri, 'in modul de ionizare negativ 
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A. Tes08ina struguri rosii B. Tescovina struQuri albi 
_ Tescovina struguri rosii 

. ~ ~ EtOH 50% 
D Tescovina stru~uri albi 

~ EtOH 50% 

Figura 3. Activitateamtimicrobiana pentru extractele etanolice obtinute din tescovina de strugUli ro~ii 
(A) ~i tescovina de struguri albi (B) la concentratii fixe 

Tescovina de Struguri Albi Tescovina'tllll8llrQuri Albi 
150

150­ ..... II .... .... _ Tescovfna struguri alb I ... --n····n nn CJ EtOH 50% ~II ,iIn 
_ Martor celule a 100 ~1 ...J 

~ ~ 
~~~ ~ ~ 
 :; 50~ 
~ 

I'>'), :2 
iii ~~ 

Io! jJ 

_ Tescovina struguri all ri 

CJ EtOH 50% 

_ Martor celule 

200 300 ., 500 300 400 500 

CoftC81ii16 (pUmL) Concentratie (IJUmL) 

Figura 4. Biocom}1tibilitatea extractului din tescovina de struguri albi asupra liniei de keratinocite 
umane HaCaT evalua[flrin metodele MIT (A) ~i cuantificarea eliberarii de LDH extracelular LDH (B) 

Tescovina de Struguri RosiiTescovina de S~ri Rosii 

IIiI.... .. -' .... _ TSR TSR 
r--I~ 

CJ EtOH 50% ~ 
r--I o EtOH 50% 

oiIOIII ~ 1 l ~ T 
. , Martor celule ::c 100 -x- T -­ r= ~ *' _ Martor celule 

) 

I 

300 400 500 

Concentratie (~UmL) 

Figura 5. Biocompj§bilitatea extractului din tescovina de struguri ro~ii asupra liniei de keratinocite 
umane HaCaT evaluai·prin metodele MIT (A) ~i cuantificarea elibeffirii de LDH extracelular LDH (B) 
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150 
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_ ~ 100 0 
...JQi 
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--------

Tabelull. Proprietaple bioactive ale extractului hidroetanolic din tescovina de struguri 

Tescovina struguri rosiiProprietliti bioactive extractului Tescoviua struguri a1bi 
etanolic 

TEAC (flM TroloxlmL) I 10821,36 21523,64 

CUPRAC (JlM TroloxlmL) 13764,4 16603,84 
FRAP (flM TroloxlmL) 10430 22006,00 

. DPPH (flM Trolox/L) 10408,89 21380,56 
Total polifenoli (mg GAE/L) 2115,36 3950,52 
Total flavonoizi (mg QEIL) 53,80 87,21 

Tabelul2. Proprietatile bioactive ale extractelorfmgredientelor polifenolice din tescovina de struguri 
Proprietliti bioactive extract Extract din tescoviua I Extract din tescovina 

struguri a1bi struguri rosii 
Total polifenoli (mg GAE/g extract) 438,27 618,58 

. Total flavonoizi (mg QE/g) 19,78 51,39 
Activitatea antioxidanta (JlM TElg extract) 5112,34 6908,30 i 
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Tabelul4. Activitatea antimicrobiana a extractelor etanolice din tescovina de struguri 

Tulpini / Extracte din 
tescovina de struguri 

Concentrapa 
minima inhibitorie 

(pUrnL) 

Concentratia minima 
microbicida 

(pUrnL) 

Concentrafia minima 
de inhibare a aderentei 
microbiene (pUrnL) 

S. aureus 
Tescovina s1:rt.umri albi 250 500 125 
Tescovina s1:rt.umri ro~ii 125 500 125 
Etano150% 500 >500 500 
S. epidermidis 
Tescovina stnlPllTi albi 250 250 250 
Tescovina stnllmri ro~ii 250 500 250 
Etanol5001o 250 >500 250 
Efaecalis 
Tescovina stnlPllTi albi 250 500 125 
Tescovina stnlPllri ro~ii 250 >500 250 
Etanol 500/0 500 >500 500 
Ecoli 
Tescovina struguri albi 250 500 250 
Tescovina struguri ro~ii 125 500 125 
Etanol 500/0 250 500 250 
R mirabilis 
Tescovina struguri albi 125 >500 125 
Tescovina struguri ro~ii 125 >500 125 
Etano150% 250 >500 250 
R aeruginosa 
Tescovina struguri albi 62,5 250 62,5 
Tescovina struguri ro~ii 62,5 250 62,5 
Etano150% 125 250 62,5 
C albicans 
Tescovina struguri albi 62,5 >500 62,5 
Tescovina struguri ro~ii 62,5 500 62,5 
Etano150% 62,5 500 62,5 
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