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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a unor
ingrediente functionale polifenolice cu proprietati anti-
oxidante si antimicrobiene din subproduse solide de
vinificatie, si anume tescovina de struguri (Vitis Vinifera
L.). Procedeul, conforminventiei, consta in urmatoarele
etape:

1) extractia enzimatica a polifenolilor cu
pectinaza in solutie de acid citric pH 4,0;

2) extractia asistatd de microunde in solutie
hidroetanolica 50%;

3) recuperarea si purificarea extractului, rezul-
tand extracte polifenolice solide, cu rol de ingredient
functional, avand un continut totali de polifencli de

438,27...618,58 mg GAE/g extract, activitate antioxi-
danta de 5112,34...6908,30 uM TE/ g extract si o com-
pozitie polifenolicd reprezentatd de procianidind B,
catechina, epicatechina, quercetind, kaempferol, acizi
siringic si p-cumaric si oenind pentru extractul de tes-
covina din struguri rosii. Ingredientele functionale poli-
fenolice obfinute prezintd activitate antimicrobiana
asupra tulpinilor Gram pozitive (S. aureus, E. faecaliis)
si negative (P. mirabilis, P. aeruginosa), respectiv, bio-
compatibilitate cu linia celulara de keratinocite HaCaT.
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Descrierea inventiei

Strugurii reprezintd unul dintre cele mai cultivate fructe din intreaga lume, aproximativ 80 % din
recolta fiind folositd in sectorul vinificatiei. Industria vinicold genereaza o cantitate mare de reziduuri, in
principal tescovind de struguri care este compusa din cojile, semintele si tulpinile rezultate in urma presérii
strugurilor in procesul de vinificatie, insemnand ~ 20% in greutate din strugurii procesati. In general,
tescovina de struguri fie este distilatd pentru a produce diferite bauturi alcoolice, fie este utilizatd ca si
compost sau hrand pentru animale sau este aruncati ca deseu natural [1]. Incinerarea sau depozitarea
tescovinei de struguri pe terenuri poate sa fie daungtoare mediului, datoritd compusilor fenolici care scad /
pH-ul tescovinei, ducénd la acidifierea solurilor precum si cresterea rezistentei la degradarea biologica.
Alte probleme de mediu includ poluarea apelor de suprafatd si subterane, miros neplacut, atragerea
mustelor si a daundtorilor care pot rispandi boli [2].

in timpul vinificatiei, polifenoli din struguri sunt transferati in vin, dar o proportie mare riméne inci
in subprodusele solide de vinificatie, si astfel, tescovina de struguri reprezintd un produs secundar care
contine numeroase produse cu valoare addugatd, cum ar fi polifenoli, pigmenti, taninuri, zaharuri
nefermentate, alcool, ete. [3]. In procesul de obtinere a vinului alb, sucul rezultat in urma pressirii strugurilor
este supus fermentdrii, tescovina nefiind implicatd in fermentatie, ceea ce face ca tescovina rezultati sa
contind mai multd pulpa si zahdr rezidual in comparatie cu tescovind de vin rosu, dar si cantititi importante
de polifenoli care nu au fost extrasi in vin. In schimb, la procesarea vinului rogu, strugurii sunt in intregime
implicati in fermentatie si astfel, sucul si tescovina sunt fermentate impreuna, timp in care zaharurile sunt
transformate in alcool sub actiunea drojdiilor si cantitati importante de polifenoli trec astfel in vinuri [4].

Cantitatea de tescovind generatd in urma vinificatiei depinde de soiul de struguri si de procesul de
presare, precum si de etapele de fermentatie, in timp ce variabilitatea compusilor fenolici si randamentul
de extractie al acestora din tescovinii depind de soiul de struguri, maturitatea strugurilor, locatia geografica,
clima, starea solului si procesul tehnologic de vinificatie [5]. Astfel, tescovina de struguri contine numerosi
compusi polifenolici valorosi retinuti din cojile si semintele de struguri, printre care acizi fenolici, flavanoli,
flavonoli, proantocianidine, antociani si stilbene, care prezintid numeroase activititi biologice, cum ar fi
activitatile antioxidante, antimicrobiene, antiinflamatorii, anticancerigene si de protectie cardiovasculari
[6,7]. Prin urmare, consumul de polifenoli a fost asociat cu un risc redus de boli cronice, inclusiv boli
cardiovasculare, neurodegenerative si cancer, de exemplu, cancerul de colon [8].

Majoritatea acestor polifenoli sunt reprezentati de cétre polifenolii din peretele celular, care sunt
legati de polizaharide prin interactiuni hidrofobe, legaturi de hidrogen si legéturi covalente, dar exista si
polifenoli care se gésesc in citoplasma celulard, in interiorul vacuolelor celulare sau asociati cu nucleul
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celular. In timp ce polifenolii din peretii celulari pot fi recuperati prin extractii traditionale solvent-solid,
polifenolii din structurile insolubile precum vacuolele celulelor vegetale si straturile duble ale membranei
celulare sunt mai stréns legati, nefiind accesibile solventilor, necesitdnd tehnici avansate de extractie [9].

Degradarea polizaharidelor peretelui celular, care elimind aceasta barierd fizica si deschide celula,
este un pas fundamental in imbunatitirea eliberdirii de polifenoli din tescovina de struguri. Cercetiirile s-au
concentrat pe utilizarea enzimelor de hidrolizi a peretelui celular, cum ar fi celulazele, glucanaza si
pectinazele, pentru a elibera polifenolii din vacuolele si membrana celulard, dar si pentru a hidroliza
polifenolii in compusi fenolici cu greutate moleculard micd, crescind astfel disponibilitatea si
bioactivitatea acestora [10].

Prezenta compusilor bioactivi adaugd valoare tescovinei de struguri care poate fi transformatii in
compusi valorosi pentru industria cosmeticd, nutraceuticd, farmaceutica si alimentard, reducand astfel
impactul asupra mediului legat de eliminarea deseurilor [11]. Astfel, existd un interes sporit pentru
valorificarea extensivi a tescovinei de struguri pentru a obtine coproduse de mare valoare, cum ar fi
remedii naturale pentru sinétate, suplimente alimentare si ingrediente alimentare functionale.

In ultimii ani, a existat un interes din ce in ce mai mare pentru utilizarea subproduselor bogate in
polifenoli proveniti din industria vinului pentru a produce extracte si produse noi pentru mentinerea
sanatitii umane [8]. Importanta polifenolilor face ca tescovina de struguri si fie de interes pentru industria
alimentard, nutraceuticd, farmaceuticd si chimic. Astfel, tescovina de struguri poate fi folositd pentru
obtinerea unui numér mare de componente cu valoare adaugatd precum acizi comestibili (acizi tartric,
malic si citric), etanol, fibre alimentare, ulei de seminte de struguri si antioxidanti [12]. Ca atare, extractia
polifenolilor din deseurile provenite din practicile industriale traditionale reprezintd o sursi atractivi,
durabila si rentabila de obtinere a unor extracte polifenolice de mare valoare, care ar putea fi folosite drept
ingrediente functionale care pot fi incorporate in alimente functionale sau diferite produse cosmetice.

Recuperarea compusilor valorosi din deseurile alimentare precum tescovina de struguri este o
problema emergentd in sectorul alimentar, recuperarea acestor compusi In modul cel mai adecvat si
ecologic, tehnicile de extractie si capacitatea de maximizare a randamentul firé a compromite stabilitatea/
calitatea produsului fiind o sarcin dificild. Din aceastd perspectivd, metodele sunt modificate pentru a
recupera componentele bioactive din tescovina de struguri pe baza unei tehnologii mai rapide si ,jmai
ecologice” [3].

Anual, cramele produc o cantitate mare de tescovina de struguri intr-o perioad scurti de timp, de
aceea procesarca tescovinei de struguri imediat dupd producerea vinului este consideratd esentiald.
Datoritd bioactivitatii ridicate, susceptibilitatea la degradarea enzimatica si sensibilitatea la degradarea
termica, este necesard o conservare eficientd a tescovinei si un proces eficient de recuperare. Astfel,
utilizarea unor procese simple de uscare §i mécinare permit conservarea substantelor fitochimice din
tescovina de struguri [1]. Uscarea este printre metodele de conservare utilizate in mod obisnuit, deoarece
inhibd cresterea microorganismelor si intarzie reactiile chimice [7]. Cu toate acestea, compusii fenolici
sunt substante sensibile la cldurd, prin urmare temperaturile mai mici de 60 °C sunt considerate potrivite
pentru pretratarea tescovinului de struguri pentru a-si pastra compusii bioactivi. De asemenea, uscarea
tescovinei provoacd ruperea si distrugerea peretilor celulari si, in consecintd, se formeaza cavitéti mari si
spatii intercelulare care permit extragerea cu usurintd a substantelor celulare [13]. Mécinarea tescovinei
uscate Tnainte de extractia compusilor biocactivi asigurd crearea unei suprafete mai mari de contact intre
materialul supus extractiei si solventul folosit pentru extractie, in acest fel fiind posibila obtinerea unor
extracte cit mai bogate In compusi bioactivi.
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Recuperarea compusilor bioactivi din tescovina de struguri se realizeaza de obicei prin extractie,
pentru aceasta fiind utilizate diferite metode conventionale si neconventionale [I4]. Extractiile
conventionale cu solventi precum extractia solid-lichid cu agitare mecanica, macerarea, extractia la reflux
si extractia Soxhlet, folosind in general solutii etanolice sau metanolice ca solventi, reprezinta cele mai
rdspandite tehnici utilizate la scard de laborator si industriald pentru extragerea compusilor bioactivi din
materiale vegetale. Astfel de metode care folosesc temperaturi ridicate faciliteaza procesul de transfer de
masd, dar consuma mult energie i o cantitate mare de solventi, astfel reprezentind o problema energetica
si de mediu serioasd. Totodatd, utilizarea acestor metode duce la degradarea compusilor termolabili
precurn polifenolii, datorit3 hidrolizei si oxidarii acestora in timpul extractiei.

fn prezent, accentul s-a indreptat citre utilizarea tehnologiilor emergente care optimizeazi
performanta extractiilor folosind tehnici care implicd mai putin energie i timp, considerate metode de
extractie neconventionale. Dintre acestea, extractia asistati cu ultrasunete, extractia asistatd cu microunde
(MAE), extractia cu fluide supercritice (SFC), extractia enzimaticd sunt metode de extractie care se
concentreazd pe diminuarea utilizirii solventilor organici in procesele de extractie impreund cu alte
beneficii precum intensificarea procesului de transfer de masé, cresterea cineticii si a randamentelor de
extractie pentru a obtine produse cu valoare addugatd mai mare, intr-un timp mai scurt, cu capacitate de
recuperare mai mare [11].

Pentru extractia polifenolilor din tescovina de struguri, drept solvent extractiv este folosit etanolul
datoritd prezentei sale naturale in vinuri, comportamentului sdu de siguranta si caracterului siu ecologic,
in comparatie cu alti solventi organici precum metanolul. In plus, caracteristicile fizico-chimice (punct de
fierbere scéizut) fac operatiunile de recuperare a solventilor mai usoare si cu un cost energetic mai mic [15].

Extractia asistatd cu microunde (MAE) constd in aplicarea unui cAmp magnetic si a unui cdmp
electric care oscileaza perpendicular unul pe celdlalt, avind ca rezultat modificarea structurii celulei. Astfel,
undele electromagnetice pétrund in materiale si interactioneaza cu grupurile polare, provocand generarea
de cilduri si favorizand astfel incilzirea atét a solidului, cit si a solventului. Incilzirea cu microunde se
bazeaza pe conducerea ionicd si rotatia dipolului, care provoacd frecare si ciocniri intre ioni si dipoli,
favorizdnd patrunderea solventului si astfel perturbarea structurii celulelor, ceea ce faciliteazi extractia
compusilor bioactivi [11]. Pentru optimizarea procesului de extractie cu microunde in vederea obtinerii
unor extracte cu un continut cat mai mare de polifenoli trebuie s3 se tind cont de parametrii de operare
importanti, printre care puterea microundelor aplicate, temperatura de extractie, timpul de extractie,
raportul solid/lichid [16].

Extractia asistatii de enzime este o tehnicé de extractie verde care nu utilizeaza solventi organici
toxici, in comparatie cu extractia conventionala cu solventi, fiind considerati o metodd de extractie
ecologicd. Mecanismul activitiiii enzimatice joaca un rol major in procesul de extractie asistatd de enzime
datoritd selectivitatii sale si se bazeazi pe formarea complexului enzima-substrat, care provoac stres si
incordare asupra substratului, ceea ce are ca rezultat promovarea reactiilor hidrolitice. Eficienta extractiei
asistatd de enzime depinde de capacitatea enzimei de a hidroliza peretele celular si de a perturba structura
complexa a peretelui celular, cu eliberarea compusilor bioactivi [17]. Diferite enzime precum pectinaza,
celulaza, hemicelulaza si glucanaza s-au utilizat pentru a perturba peretele celular din diferite matrici
vegetale, prin ruperea legiturilor glicozidice din lanturile de polizaharide in mono si oligozaharide, si
totodati eliberarea polifenolilor complecsi din peretele celular dar i pentru a facilita accesul la polifenolii
din citoplasma celulard, din interiorul vacuolelor celulare sau asociati cu nucleul celular, cu eliberarea
acestora in solventul de extractie. Principalul avantaj al extractiei asistati de enzime este ¢ oferd o
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abordare ecologicd, noudl si sigurd pentru extractia compusilor bioactivi si o selectivitate mare 1n
comparatie cu alte metode de extractie [18]. Extractia asistatd de enzime a fost aplicata cu succes pentru
extractia compusilor polifenolici din diferite matrice de plante, cum ar fi tescovina de mdr, tescovina de
struguri, produsele secundare obtinute de la obtinerea uleiului de masline [19].

Un alt aspect important de luat in considerare este calitatea extractului. imbunitatirea extractiei
trebuie s fie in cantitate (randamentul procesului) si in calitate (continutul de compusi bioactivi in produsul
final). Metodele de extractie a compusilor fenolici din materiale vegetale sunt neselective si produc solutii
polifenolice cu cantitifi mari de produse secundare nedorite, precum zaharuri, alcooli, acizi organici,
aminoacizi proteine si fibre, care depreciaza extractul polifenolic si, de asemenea, interfereazi in
biofunctionalitatea acestuia [5]. Aceste interactiuni pot fi uneori pozitive, n timp ce in alte cazuri ele
impiedica capacitatea antioxidanta a polifenolilor. Zaharurile, sunt capabile sa incapsuleze polifenoli si si
le livreze acolo unde capacitatea lor de a distruge radicalii liberi este mai utild. De exemplu, zaharurile pot
proteja polifenolii in stomac si intestinal subtire, cu eliberarea acestora in colon, creénd un mediu de
crestere antioxidant pozitiv pentru microflora [20]. Pe de alta parte, zaharurile, accelereazi degradarea
compusilor fenolici in timpul depozitérii sau provoaci probleme in etapele ulterioare de prelucrare, cum
ar fi uscarea prin pulverizare, impiedicind concentrarea extractelor. Adsorbtia este o metoda eficients de
purificare a compusilor polifenolici din diferite extracte care permite separarea compusilor {intd prin
diferenta lor de polaritate fatd de compusii nepolari, cum ar fi carbohidratii, pentru aceasta folosindu-se
diferite materiale adsorbante, printre care résini polimerice, résini schimbstore de ioni si zeoliti [21,22].

Interesul tot mai mare pentru valorificarea completd a compusilor bioactivi din reziduurile vegetale
procesate, a incurajat cercetdrile privind aplicarea enzimelor de hidrolizd si a metodelor de extractie
ecologice pentru eliberarea completd a compusilor fenolici din matricea vegetald cu obtinerea unor
coproduse de mare valoare care pot fi utilizate drept remedii naturale pentru sinitate, suplimente
alimentare si ingrediente alimentare nutritionale. Prin urmare, existd o piati de nisd promititoare pentru
utilizarea tescovinei de struguri pentru aplicatii in industria alimentard si cosmetici, cum ar fi: obtinerea de
alimente functionale imbogatite cu fibre dietetice si polifenoli, obfinerea unor conservanti si coloranti
artificiali, obtinerea unor suplimente alimentare care contin extract de tescovina de struguri, cosmetice pe
bazd de ulei de seminte de struguri si extracte antioxidante care oferd o protectie a pielii si previn
imbétranirea si alte afectiuni ale pielii [12,23] .

Problema tehnici pe care o rezolvii aceastii inventie constd in faptul ca propune o metoda de
extractie eficienta si completd a polifenolilor din tescovina de struguri, prin combinarea a doudt metode de
extractie, extractia enzimaticd pentru punerea in libertate a polifenolilor care se gisesc in citoplasma
celulard, in interiorul vacuolelor celulare sau asociati cu nucleul celular si extractia asistati de microunde
pentru eliberarea polifenolilor din peretele celular.

Solutia pe care o propune prezenta inventie este obtinerea unor extracte polifenolice cu activitate
antioxidanta §i antimicrobiand ridicati obtinute din tescovina de struguri prin utilizarea secventiald a
extractiei enzimatice si a extractiei asistatd de microunde, urmatd de purificarea extractelor pentru
indepértarea zaharurilor. Extractele obfinute sunt caracterizate si testate pentru utilizarea acestora ca
ingrediente in vederea obtinerii unor alimente functionale, suplimente alimentare sau produse cosmetice,
menite sd mentind starea de sdnétate a populatiei.

Avantajele inventiei: Procedeul de extractie propus pentru recuperarea compusilor polifenolici din
tescovina de struguri indeplineste termenii definitiei procesului ecologic, deoarece utilizeaza solventi
alternativi (apd, etanol) si procedee de extractie prietenoase cu mediul (extractia asistatd de enzime si
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extractia asistatd de microunde) pentru valorificarea unor produse naturale regenerabile (tescovina de
struguri), fuizind extracte/ingredient polifenolice sigure si de inalt3 calitate, cu proprietiti antioxidante
si antimicrobiene ridicate.
Prezentarea pe scurt a figurilor si tabelelor
Figura 1. Schema de obtinere a extractului/ingredientului polifenolic conform inventiei
Figura 2. Cromatograma curentului ionic total (TIC) pentru extractul polifenolic din tescovina de
struguri, In modul de ionizare negativ
Figura 3. Activitatea antimicrobiana pentru extractele etanolice obfinute din tescovina de struguri
rosii (A) si tescovina de struguri albi (B) la concentratii fixe
Figura 4. Biocompatibilitatea extractului din tescovina de struguri albi asupra liniei de keratinocite
umane HaCaT evaluati prin metodele MTT (A) si cuantificarea eliberdrii de LDH extracelular
LDH (B)
Figura 5. Biocompatibilitatea extractului din tescovina de struguri rosii asupra liniei de keratinocite
umane HaCaT evaluatd prin metodele MTT (A) si cuantificarea eliberdrii de LDH extracelular
LDH (B)
Tabelul 1. Proprietdtile bioactive ale extractului hidroetanolic din tescovina de struguri
Tabelul 2. Proprietitile bioactive ale extractelor/ingredientelor polifenolice din tescovina de
struguri
Tabelul 3. Identificarea prin UHPLC-MS/MS si cuantificarea compugilor fenolici in
extractele/ingredientele polifenolice din tescovina de struguri albi (TSA) si rosii (TSR)
Tabelul 4. Activitatea antimicrobiand a extractelor etanolice din tescovina de struguri.

Prezentarea in detaliu a unui exemplu de realizare al inventiei, cu referire la figuri

Materia prima utilizatd este reprezentati de tescovind de struguri albi, soiul Chardonnay, si
tescovind de struguri rosii, soiul Cabernet Sauvignon, ambele obtinute de la o crama localizati in regiunea
Olteniei.

Pentru hidroliza enzimatici a tescovinei de struguri s-a utilizat enzima Pectinex® Ultra Clear care
este 0 enzima folositd in vinificatie incd din anii 1960 cu scopul de a descompune strugurii presati,
facilitand astfel extractia polifenolilor in vin si totodati pentru limpezirea vinului prin indepértarea pectinei.
Pentru aceasta, tescovina de struguri deshidratati si maruniit3 este suspendata in solutie de acid citric pH
=40 laun raport solid:lichid = 1:7,5 (g/v), dup care se adauga 50 pl. enzima/gram tescovind, iar suspensia
obtinutid se omogenizeaza cu agitare mecanicd timp de 20 ore la o temperaturd de 35 °C. Conditiile de
hidroliza selectate (pH 4,0 si 35 °C) s-au bazat pe evaluri ale curbelor de temperaturd si pH ale activititii
enzimelor, asa cum sunt date n figele de date ale furnizorilor de enzime.

Dupa extractiathidroliza enzimatica, suspensia rezultat3 este supus extractiei cu solventi asistati de
microunde folosind un sistem de extractie cu microunde din otel inoxidabil, constructie robusta, pentru
aplicatii de laborator, prevazut cu unitate de microunde de 1900 W care asigurd un c¢dmp de microunde
omogen, senzor de temperaturd cu infrarogu pentru controlul temperaturii, fird contact cu proba, si agitator
magnetic integrat pentru omogenizarea amestecului de extractie. Conditiile experimentale ale metodei de
extractie asistatd de microunde in solutie hidroetanolicd 50% au fost optimizate in vederea obtinerii unui
continut cit mai mare de polifenoli prin utilizarea metodei suprafetei de rispuns. Astfel, parametrii
experimentali optimi constau in: raportul solid lichid 1/15 (g/v), la o putere a microundelor de 1000 W,
aplicatdi timp de 35 min., la o temperaturd de 60 °C. La finalul programului de extractie asistati de
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microunde, amestecul de extractie se riceste la temperatura camerei, dupd care se centrifugheaza la 5000
rpm, timp de 10 min. Supernatantul rezultat se colecteazi, dupd care se indeparteazi etanolul folosind un
rotoevaporator rotativ cu vid, la 50 °C.

Extractul apos rezultat este purificat in vederea indepértirii zaharurilor folosind un adsorbent de tip
Amberlite XAD-2 depus intr-o coloand de sticlé la un raport de 50 g adsorbant /50 mL extract apos acidulat
la pH =2,0. Dup4 aplicarea extractului apos pe stratul de adsorbent, adsorbentul care a retinut polifenolii
se spald cu apd acidulati la pH = 2 si apa péna la Indepértarea completd a zaharurilor. Verificarea
indepértirii zaharurilor se realizeaza prin testarea fractiilor de spélare prin metoda spectrofotometrici de
determinare a zaharurilor reducatoare. Eluarea polifenolilor retinuti pe adsorbent s-a realizat cu 200 mL
etanol acidulat cu 0,01% acid trifluoracetic. Extractul polifenolic obtinut este concentrat folosind un
rotoevaporator rotativ cu vid, la 40 °C, prevdzut cu un curent de azot, pani la uscare. Reprezentarea
schematica a etapelor necesare pentru obtinerea extractelor polifenolice din tescovina de struguri, conform
procedeului de extractie si purificare propus 1n inventie, este prezentatd n Figura 1.

Ingredientele functionale (extracte polifenolice solide) obtinute conform metodei de extractie si
purificare descrise anterior au demonstrat randamente de extractie a polifenolilor ridicate, anume: 1550
mg extract polifenolic/100 g tescovind de struguri albi, soiul Chardonnay, respectiv 3150 mg extract/100
g tescovind de struguri rosii, soiul Cabernet Sauvignon, valorile fiind mai mari comparativ cu datele din
literaturd (2079,33 mg/100 g de tescovina uscatél de struguri Cabernet) [24].

Ingredientele functionale obtinute conform inventiei au fost caracterizate din punct de vedere al
continutului total de polifenoli (TP), continutul total de flavonoizi (TF), activitatea antioxidantd (TEAC,
FRAP, CUPRAC, DPPH), profilul polifenolilor prin UHPLC-MS/MS, activitate antimicrobiand,
toxicitate si biocompatibilitate.

Continutul total de polifenoli (TP) a fost misurat spectrofotometric conform metodei descrisa de
Singleton si Rossi (1965) cu unele modificari [25]. Peste 100 pL extract dizolvat sau solutie standard de
acid galic s-au adiugat 5 mL apa distilatd si 200pL reactiv Folin Ciocélteu, dup care se omogenizeaza.
Dupd 5 minute de reactie, s-au adaugat 300 pl de solutie de carbonat de sodiu 20% pentru a opri reactia si
se lasd timp de 2 ore, la temperatura camerei §i ferit de lumind, pentru a dezvolta culoarea albastrd
caracteristicd. Dupa incubare la temperatura camerei, timp de 2 ore, s-au inregistrat valorile absorbantelor
la 675 nm, fatd de apd. Curba de calibrare s-a realizat pentru concentratii de acid galic (GAE) cuprinse
intre 0-1250 mg/L, iar rezultatele s-au exprimat in mg GAE/g extract).

Continutul total de flavonoide (TF) a fost determinat prin metoda clorurii de aluminiu, conform
protocolului descris de Geani si colab. [26], ce consté in tratarea a 0,5 mL extract dizolvat/standard cu 0.4
mL solutie de AICIz 25 g/1., 0,5 mL solutie de acetat de sodiu 100g/L si 4 mL apa. Dupd agitare aceasts
solutie a fost lasata sa stea timp de 15 minute la intuneric si s-a citit absorbanta amestecului la lungimea de
undd, A= 430 nm, fatd de apa. Curba de calibrare s-a realizat pentru concentratii de quercetin (QE) in
intervalul 0-125 mg/L, iar continutul in flavonoide a fost exprimat in mg QE/g extract.

Activitatea antioxidanta

DPPH: Activitatea antioxidanta a extractelor polifenolice obtinute s-a determinat prin metoda de
captare a radicalilor DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), unmand procedura descris de Geana si colab.
[26]. Pentru aceasta, 6 ml de solutie metanolicd DPPH 0,09 mg/ml au fost amestecati cu alicote de 0,5 ml
de extract diluat, iar absorbanta a fost masuraté la 517 nm, fati de metanol ca martor, dupa 20 minute, la
temperatura camerei. Masurdtorile de absorbtie sunt transformate in activitate antioxidanta utilizAnd
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Trolox drept standard, in intervalul de concentratie de 50-1000 umoli/L, iar activitatea antioxidanti a
extractului a fost exprimati ca echivalenti Trolox pmol TE/g extract.

TEAC: Metoda antioxidanta de neutralizare a radicalului ABTS a fost determinaté prin testul de
decolorare a cationilor radicalici ABTS. ABTS ™ a fost produs prin reactia dintre 7 mM ABTS in ap si
2,45 mM persulfat de potasiu concentratie finald, depozitat la intuneric la temperatura camerei, timp de
12-16 ore Inainte de utilizare [27]. Solutia ABTS ™ a fost apoi diluatii cu metanol pand la o absorbanti de
apox. 0,700 la 734 nm. Dupi adiugarea a 20 pL. de probé in 180 pl. de solutie ABTS " diluat, absorbanta
a fost masuratd dupd 30 min. Masurdtorile s-au realizat in triplicat. Trolox a fost folosit ca substantd
standard, curba de calibrare fiind realizatd pentru intervalul de concentratii 12,5-150 pM, pornind de la o
solutie stoc de Trolox 1 mM.

FRAP: Metoda FRAP se bazeazi pe abilitatea antioxidanfilor de a reduce complexul
tripiridiltriazind — Fe&** (Fe(Il)-TPTZ) la complexul tripiridiltriazind — Fe** (Fe(IT)-TPTZ) de coloratie
albastrd, avand ca mecanism de reacfie cedarea de electroni de cétre antioxidant. Determinarea puterii
antioxidante de reducere a fierului s-a realizat prin metoda descrisd in literaturd, cu unele modificari
[28,29]. S-au preparat urmitoarele solutii: tampon acetat de 300 mM, pH 3,6; solutia stoc de I0mM TPTZ
in 40 mM HCI; si solutia de 20mM FeCls in apd. Se prepard reactivul FRAP prin amestecarea a 10 parti
de solutie tampon acid acetic — acetat de sodiu 300 mM, pH 3,6 cu o parte solutie TPTZ 10 mM si o parte
solutie de FeCl3 20 mM (10:1:1). Reactivul FRAP este preparat zilnic (cu exceptia solutiei tampon) si tinut
pe baie de apd la 37 °C. La 15 pL probé/ solutia standard, 285 pL reactiv FRAP si se incubeaz timp de
30 minute la 37 °C la intuneric. Dupd incubare se citeste absorbanta la A= 593 nm. Trolox a fost folosit ca
substantd standard, curba de calibrare fiind trasatd pentru intervalul de concentratii 10 - 250 pM
Trolox/mL, pomind de la o solutie stoc de Trolox 1 mM.

CUPRAC: Determinarea activititii antioxidante prin metoda CUPRAC se bazeazi pe reducerea
complexului cupric, neocuproind (Cu (II)-Nc) de cétre antioxidanti in forma cuproasd (Cu (I)-Nc).
Reducerea ionului cupric s-a realizat conform unei metode adaptate dupd [30], astfel: s-au amestecat 60
uL de probd/solutii standard cu 50 pL. CuClz (10 mM), neocuproind 50 uL. (7,5 mM) si acetat de amoniu
IM, pH=7 (50 pL). Dupa 30 de minute, absorbanta a fost masuratd la 450 nm. Curba de calibrare s-a
realizat fatd de Trolox, intr-un intervalul de concentratii cuprins intre 50 - 1500 pM Trolox/mL., pornind
de la o solutie stoc de Trolox 2 mM.

Proprietitile bioactive (total polifenoli, total flavonoizi si activitatea antioxidants) au fost exprimate
atdt pentru solutiile hidroetanolice, inainte de purificarea pe adsorbent (Tabel 1), cat si pentru
extractele/ingredientele polifenolice sub forma de pulbere (Tabel 2).

Extractele hidroetanolice din tescovina de struguri obtinute conform procedeului descris in inventie
au prezentat proprietiti bioactive semnificative, cu valori mai mari pentru extractul din tescovina de
struguri rogii comparativ cu cel din tescovina de struguri albi (Tabel 1). Astfel, continutul total de polifenoli
a fost de 2115,36 mg GAE/L pentru extractul din tescovina de struguri rosii si de 3950,52 mg GAE/L
pentru extractul din tescovina de struguri rosii, n timp ce continutul de flavonoizi a fost de 53,80 mg QE/L
pentru extractul din tescovina de struguri albi si de 87,21 mg QE/L pentru extractul din tescovina de
struguri rosii. Activitatea antioxidantd a extractului hidroetanolic din tescovina de struguri rosii a fost de
aproximativ doud ori mai mare comparativ cu extractul din tescovina de struguri albi.

Extractele din tescovina de struguri au prezentat proprietiti bioactive semnificativ mai mari
comparativ cu datele prezentate in literatura de specialitate, unde rezultatele sunt raportate fata de tescovina
uscatd. Rezultatele determindrilor propriettilor bicactive (total polifenoli, total flavonoizi, activitate

J@g&%&&%




RO 138177 A0

antioxidantd) ale extractelor din tescovina de struguri obtinute conform procedeului descris in inventie sunt
prezentate in Tabelul 2. Astfel, continutul total de polifenoli in extractul obtinut din tescovina de struguri
albi a fost de 438,27 mg GAE/g extract, iar in extractul obtinut din tescovina de struguri rosii 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 QE/g extract, iar in extractul din tescovina de struguri rosii de 51,39 QE/g extract. Activitatea
antioxidanti a extractelor din tescovina de struguri a fost de 5112,34 uM TE/g extract pentru extractul din
tescovina de struguri albi si de 6908,30 uM TE/g extract pentru extractul din tescovina de struguri rosii.

fn 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 tescovina de struguri rosii, in timp
ce pentru tescovina de struguri albi, 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 conform inventiei este mult mai mare comparativ cu valorile din literaturd pentru extractele
obtinute prin diferite metode de extractie si 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 antioxidant3 raportati in literaturdl pentru tescovina de struguri prezinti valori cuprinse
intre 41,66-85,13 umol TE/g [31], 88,88-138,24 mg TE/g [32], valorile activititii antioxidante ale
extractelor din tescovina de struguri obtinute conform inventiei fiind mult mai mari.

Profilul UHPLC-MS/MS al exractelor polifenolice din tescovina de struguri s-a realizat prin
UHPLC-MS/MS 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 inaltd performanta UltiMate 3000 UHPLC (ThermoFisher Scientific). Separarea
cromatografics s-a realizat pe o coloand Kinetex® C18 (100 x 2.1 mm, diametrul particulelor de 1.7 pum),
la o temperaturéd de 30 °C. Faza mobila: A —apa cu 0,1% acid formic si B — methanol cu 0,1% acid formic,
elutia in gradient la un debit cuprins intre 0,3-0,4 mL/min. Spectrul de masa s-a inregistrat in modul de
ionizare negativa intr-un domeniu cuprins intre 75-1000 m/z, la o rezolutie de 70.000. Azotul a fost folosit
ca gaz de coliziune si gaz auxiliar la un debit de 11 si respectiv 48 unititi arbitrare. Tensiunea aplicati a
fost de la 2,5 kV si temperatura capilard a fost de 320 °C. Energia celulei de coliziune a fost de 30 eV.
Datele au fost achizitionate si procesate folosind pachetul software Xcalibur (Versiunea 4.1). Calibrarea s-
a realizat in intervalul de concentratie 50-2000 pg/L pentru fiecare dintre compusii fenolici individuali
(acizi fenolici, flavonoizi, stilbeni, antocianidine), prin diluarea in serie cu metanol a amestecului standard
de concentratie 10 mg/L.

Cromatograma UHPLC-MS/MS a curentului ionic total (TIC) pentru extractul din tescovina de
struguri, in modul de ionizare negativ, acoperind un interval de scanare intre 75 si 1000 m/z, este prezentat3
in Figura 2. Identificarea compusilor fenolici in extractele din tescovina de struguri, timpul de retentie,
valorile m/z ale ionilor aduct si fragmentele MS/MS in modul ESInegativ, precum si rezultatele cantitative
in extractele obtinute din tescovina de struguri, conform procedeului descris in inventie, sunt prezentate in
Tabelul 3. Astfel, in extractele din tescovind de struguri au fost cuantificati o serie de compusi polifenolici
din clasa acizilor fenolici, flavonoizilor, stilbenilor, antocianilor, compusi care prezintd proprietiti
antioxidante, antiinflamatorii, antimicrobiene, etc.

Extractul/ingredientul polifenolic obtinut din tescovina de struguri albi (TSA) contine cantititi
importante de compusi polifenolici, si anume: procianidin B2 (916,53 pg/g), catechind (377,35 pg/g),
epicatechind (247,01 pg/g), quercetin (366,98 pg/g), kaempferol (435,10 pg/g), acid siringic (115,13
ng/g). taxifolin (89,38 pg/g), acid abietic (76,95 pg/g), acid ferulin (61.66 ng/g), acid 4-hidroxibenzoic

5%




RO 138177 A0

61

(37.95 pg/g), acid elagic (36,42 pg/e), acid shikimic (28,90 pg/g), acid abscisic (25.07 pg/g),
isorapontigenin (26,83 pg/g).

Extractul/ingredientul polifenolic obtinut din tescovina de struguri rosii (TSR) contine cantitati
importante de compusi polifenolici, si anume: procianidin B2 (1426,54 png/g), oeniné (833,58 png/g), acid
siringic (790,92 ng/g), catechini (448,83 pg/g), epicatechina (375,65 pg/g), acid p-cumaric (287,56 pg/g),
quercetin (366,98 pg/g), acid cafeic (131,98 pg/g), acid vanilic (113,39 pg/g), acid ferulic (33,58 pg/g),
isorhamnetin (36,37 pg/g), isorapontigenin (54,99 ug/g).

Datorita continutului ridicat de polifenoli ce conferd extractelor/ingredientelor polifenolice obtinute
conform inventiei un caracter puternic antioxidant, acestea pot fi folosite pentru obtinerea unor suplimente
alimentare sau alimente functionale puternic antioxidante menite s& mentind starea de sé@nétate a populatiei.

Activitatea antimicrobiand

Tulpini microbiene: Activitatea antimicrobiand a fost testatd asupra bacteriilor Gram-pozitive
(Staphylococcus aureus ATCC, S. epidermidis ATCC 12228, Enterococcus faecalis ATCC 19433) si
Gram-negative (Escherichia coli ATCC 25922, Pseudomonas aeruginosacens ATCC 27853, Proteus
mirabilis ATCC 29245), precum si levuri (Candida albicans ATCC 10231).

Evaluarea cantitativa a activitatii antimicrobiene: Analiza cantitativ a fost efectuatd utilizind
metoda microdilutiilor binare in mediu lichid (Tryptone Soy Broth pentru bacterii si Sabouraud pentru
levuri). Intervalul de concentratie pentru extractele alcoolice a fost de la 7,81 la 500 ul/mL. Simultan, s-
au fécut dilutii in serie cu etanol 50% in conditii similare de lucru pentru a obine un control negativ. Fiecare
godeu a fost inoculat cu 10 pL suspensie microbiana proaspiti de 24h, ajustatd la 1,5 x 10 CFU/mL.
Valorile concentratiilor minime inhibitorii (CMI) au fost stabilite atdt macroscopic, ca ultima concentratie
la care nu s-a observat cresterea microbiand, cét si spectrofotometric. Absorbanta culturilor microbiene a
fost mésurata la 620 nm utilizind spectrofotometrul FlexStation 3 UV-Vis (Molecular Devices, San Jose,
CA, SUA). Din godeurile unde nu se observi crestere microbian s-au spotat cate S uL. pe mediu solid
Muller Hilton in vederea determindrii concentratiei minime microbicide (CMB).

Evaluarea influentei asupra aderentei microbiene: Influenta asupra capacitatii de aderentd la
substrat inert a fost cuantificatd dupd efectuarea protocolului analizei cantitative a efectului antimicrobian.
Prin metoda microtitririi s-a evaluat biomasa aderati la nivelul godeurilor plécilor din polipropilena dupa
spalarea cu AFS, fixare cu metanol rece (10 min) si colorare cu cristal violet (concentratie 0, 1%, timp de
colorare 15 min). Densitatea optica a materialului biologic aderat si resuspendat in acid acetic (CH3COOH
33%, 15 min) s-a determinat prin citirea absorbantei la 490 nm.

Rezultatele determindrilor au indicat faptul ca extractele din tesconina de struguri au prezentat
activitate antimicrobiand mai bund asupra tulpinilor Gram negative (Tabel 4). Prin comparatie cu
activitatea solventului, activitatea antimicrobiand a extractului de tescovina de struguri albi s-a manifestat
asupra tulpinilor E. faecalis, S. epidermidis, P. mirabilis, P. aeruginosa si C. albicans. Prin comparatie cu
solventul utilizat, extractul din tescovina de struguri rosii a prezentat activitate asupra tulpinilor S. aureus,
E. faecalis, P mirabilis si P, aeruginosa.

Efectul microbicid s-a manifestat pentru extractul de tescovind de struguri albi si struguri rosii in
cazul tulpinilor S. aureus si S. epidermidis; extractul de struguri albi asupra E. faecalis; extractul de
tescovind din struguri albi s-a dovedit activ asupra tulpinii E. coli. Inhibarea aderentei microbiene s-a
observat doar pentru doud variante si anume tescovina de struguri albi asupra S. aureus si E. faecalis.
Importanta inhibérii aderentei microbiene constd in reducerea primei etape de formare a biofilmelor
microbiene.
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Pentru a evalua diferentele dintre extractele de tescovina si solvent (etanol 50%), s-a calculat
viabilitatea microbiani la concentratii fixe. In cazul tescovinei de struguri rosii, viabilitatea microbiana (%)
a fost semnificativ mai scazutd fati de solventul utilizat asupra tulpinilor S. aureus (p<0.0001), E. faecalis
(p<0.0001), P mirabilis (p<0.0001), P aeruginosa (p<0.01) si C. albicans (p<0.05). S-a observat o
crestere a proliferdrii semnificativa fatd de solventul utilizat pentru tulpina S. epidermidis (p<0.01) si
nesemnificativa fatd de E. coli (p>0.05), probabil datoriti protectiei oxidative generati de antioxidantii din
extract (Figura 3A). Evaluarea diferentelor dintre extractul obtinut din tescovina de struguri albi fatd de
solventul utilizat, indica faptul c& extractul a scizut semnificativ viabilitatea microbiana la concentratiile
similare de solvent in special asupra tulpinilor S. aureus (p<0.0001), E. faecalis (p<0.0001), P mirabilis
(p<0.01), P ageruginosa (p<0.0001) si C. albicans (p<0.001) (Figura 3B).

Raportat la literatura de specialitate s-a observat o imbunatitire a activititii antimicrobiene a
extractelor din tescovina de struguri obtinute conform inventiei asupra tulpinilor C. albicans, S. aureus
[36] epidermidis |37), E. coli [38), P. aeruginosa [39], fiind mai active asupra bacteriilor Gram negative.

Biocompatibilitatea s-a determinat prin metodele MTT si LDH

Testul MTT este o metoda cantitativa pentru analiza viabilitatii celulare. Keratinocitele HaCaT au
fost co-cultivate timp de 24 de ore cu diferite concentratii din fiecare extract (50-500 pl./mL) si incubate
in continuare cu 1 mg/mL [3- (4,5-dimetiltiazoR2il)] - 2,5 difeniltetrazolium bromurd solutie (MTT) la
intuneric, la 37 °C. Dupa 4 ore de incubare, cristalele de formazan au fost solubilizate cu izopropanol,
rezultand o solutie purpurie, cuantificati spectrofotometric la 550 nm, utilizind FlexStation3 (Molecular
Devices, SUA).

Nivelul de citotoxicitate exercitat asupra celulelor HaCaT a fost identificat folosind kit-ul
Cytotoxicity Detection Kit PLUS (Roche, NY, USA), urménd instructiunile producétorului. Mediul de
cultura a fost colectat i amestecat cu componentele kitului pentru a fi analizata eliberarea extracelulard a
LDH prin masurare spectrofotometricd a absorbantelor la 490 nm.

Practic, extractele/ingedientele obtinute conform inventiei prezintd viabilitate de aprox. 100%
raportat la martorul de viabilitate celulard, in timp ce fatd de concentratia similara de etanol a crescut
semnificativ viabilitatea la toate concentratiile luate in lucru. Ratele ridicate de viabilitate celulard in
contact cu extractul din tescovind de struguri albi a demonstrat ci sunt biocompatibile cu linia de
keratinocite HaCaT (Figura 4A). O crestere semnificativa a viabilititii celulare pentru celulele tratate cu
extractul de tescovind de struguri albi fatd de concentratia similard de solvent s-a observat la toate
concentratiile prin metoda MTT, unde extractul clasic a crescut semnificativ proliferearea celulard (Figura
4A). Mai mult, caracterul antioxidant a condus la sciderea semnificativa a secretiei de LDH extracelular
atit fatd de martorul de celule viabile cét si concentratia similari de solvent (Figura 4B).

Extractul din tescovind de struguri rosii s-a dovedit biocompatibil atit prin metoda MTT cét si
eliberarea de LDH. S-a observat prin MTT c datoritd caracterului antioxidant al extractului creste
semnificativ viabilitatea celulard comparativ cu concentratia similard de solvent (Figura SA), insd prin
metoda de cuantificare a eliberdrii de LDH s-a observat o crestere semnificativa fatd de martorul de celule
viabile (p < 0,05), probabil datorita concentratiei de antociani care interferd la lungimea de undi 490 nm
(Figura 5B).

Datorita faptului ¢a extractele/ingredientele functionale obtinute conform inventiei au prezentat
biocompatibile cu linia celulara de keratinocite HaCaT, observandu-se o scidere semnificativi a eliberdrii
LDH extracelular, indicd faptul ¢3 acestea pot fi utilizate pentru obtinerea unor produse cosmetice bogate
n antioxidanti.
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REVENDICARILE INVENTIEI

1.

Procedeu de obtinere a extractelor/ingredientelor polifenolice din tescovini de struguri (Vitis Vinifera L.)
prin extractie enzimaticd combinati cu extractie asistati de microunde, wrmata de purificarea extractelor.

Extractul/ingredientul polifenolic din tescovini de struguri albi obtinut conform revendicérii 1 caracterizat
prin aceea ci prezinti un continut total de polifenoli de 438,27 mg GAE/g extract, continut de flavonoizi
totali de 19,78 mg QFE/g extract, activitate antioxidanti de 5112,34 uM TE/g extract si un profil polifenolic
caracterizat de compusi precum procianidina B2 (916,53 ng/g), catechina (377,35 pg/g), epicatechina
(247,01 ng/g), quercetin (366,98 pg/g), kaempferol (435,10 pg/g), acid siringic (115,13 pg/g), taxifolin
(89,38 pg/g), acid abietic (76,95 ng/g), acid ferulic (61,66 pg/g), acid 4-hidroxibenzoic (37,95 pg/g), acid
elagic (36,42 ng/g), acid shikimic (28,90 pg/g), acid abscisic (25.07 pg/g), isorapontigenin (26,83 pg/g);
extractul prezintd activitate antimicrobiand asupra tulpinilor Gram negative (E. faecalis, S. epidermidis,
P. mirabilis, P. aeruginosa si C. Albicans) si biocompatibile cu linia de keratinocite HaCaT.

Extract/ingredient polifenolic din tescovini de struguri rosii obtinut conform revendicérii 1 caracterizat
prin aceea & prezintd un continut total de polifenoli de 618,58 mg GAFE/g extract, continut de flavonoizi
totali de 51,39 mg QE/g extract, activitatea antioxidantd de 6908,30 uM TE/g extract si un profil
polifenolic caracterizat de compusi precum procianidin B2 (1426,54 ng/g), oenini (833,58 pg/g), acid
siringic (790,92 pg/g), catechind (448,83 ng/g), epicatechind (375,65 pg/g), acid p-cumaric (287,56
ng/g), quercetin (366,98 ng/g), acid cafeic (131,98 pg/g), acid vanilic (113,39 pg/g), acid ferulic (33,58
ug/g), isorhamnetin (36,37 pg/g), isorapontigenin (54,99 pg/g); extractul prezintd activitate
antimicrobiand asupra tulpinilor Gram negative (S. aureus, E. faecalis, P. mirabilis si P. aeruginosa) si
biocompatibile cu linia de keratinocite HaCaT.
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Figuri si tabele explicative pentru inventie

Tescovina de struguri

Conditionare: (uscare in curent de aer cald, la o temperatura de 50 °C) Maruntire

N

Extractie enzimatici

Tratare tescovina de struguri cu o solutie de acid citric pH=4,0, dup3 care se adauga enzima, wmata de omogenizare timp de 20 ore, la o temperatura de 35 °C

NS

Extractie asistati de microunde

In solutie hidroetanolica (50%), la un raport solid lichid de 1/15 (g/v), puterea microundelor de 1000 W, aplicata timp de 35 min., la o temperatura de 60 °C

NS

Recuperare extract: centrifugare, filtrare, evaporare etanol

\Z

Purificare extract pentru indepirtarea zaharurilor: adsorbent Amberlite XAD 2

\Z

Reluare extract cu etanol

2

Evaporare etanol, liofilizare

\Z

Caracterizare extract: polifenoli totali (mg GAE/g), activitate antioxidanta, profilul polifenolic, activitate microbiana, biocompatibilitate

Rejative Abundance

Figura 1. Schema de obtinere a extractului/ingredientului polifenolic conform inventiei

NL:

4.98E8

TIC F.FTMS -p
ESI Fuims
[100.0000-
1500.0000] MS
Tescovina_rosie

1744

Time (min)
Figura 2. Cromatograma curentului ionic total (TIC) pentru extractul polifenolic din tescovina de
struguri, in modul de ionizare negativ
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Figura 3. Activitateamtimicrobiand pentru extractele etanolice obtinute din tescovina de struguri rosii
(A) sitescovina de struguri albi (B) la concentratii fixe
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Figura 4. Biocomptibilitatea extractului din tescovina de struguri albi asupra liniei de keratinocite
umane HaCaT evaluatprin metodele MTT (A) si cuantificarea eliberdrii de LDH extracelular LDH (B)
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Figura 5. Biocompshilitatea extractului din tescovina de struguri rosii asupra liniei de keratinocite
umane HaCaT evaluaiprin metodele MTT (A) si cuantificarea eliberarii de LDH extracelular LDH (B)
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Tabelul 1. Proprietitile bioactive ale extractului hidroetanolic din tescovina de struguri

Proprietiti bioactive extractului Tescovina struguri albi Tescovina struguri rosii
etanolic

TEAC (uM Trolox/mL) 10821,36 21523,64
CUPRAC (uM Trolox/mL.) 13764.4 16603,84

FRAP (uM Trolox/mL) 10430 22006,00

DPPH (uM Trolox/L) 10408,89 21380,56

Total polifenoli (mg GAE/L) 2115,36 3950,52

Total flavonoizi (mg QE/L) 53,80 87,21

Tabelul 2. Proprietitile bioactive ale extractelor/ingredientelor polifenolice din tescovina de struguri

Proprietiti bioactive extract Extract din tescovina Extract din tescovina
struguri albi struguri rosii

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

Total flavonoizi (mg QE/g) 19,78 51,39

Activitatea antioxidantd (uM TE/g extract) 511234 6908,30
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Tabelul 4. Activitatea antimicrobiand a extractelor etanolice din tescovina de struguri

Tulpini / Extracte din Concentratia Concentratia minimd | Concentratia minima
tescovina de struguri minim3 inhibitorie microbicida de inhibare a aderentei
(nL/mL) (uL/mL) microbiene (uL/mL)
S. aureus
Tescovina struguri albi 250 500 125
Tescovina struguri rosii 125 500 125
Etanol 50% 500 >500 500
S. epidermidis
Tescovina struguri albi 250 250 250
Tescovind struguri rosii 250 500 250
Etanol 50% 250 >500 250
E. faecalis
Tescovind struguri albi 250 500 125
Tescovind struguri rosii 250 >500 250
Etanol 50% 500 >500 500
E. coli
Tescovina struguri albi 250 500 250
Tescovina struguri rosii 125 500 125
Etanol 50% 250 500 250
P. mirabilis
Tescovina struguri albi 125 >500 125
Tescovina struguri rosii 125 >500 125
Etanol 50% 250 >500 250
P, aeruginosa
Tescovind struguri albi 62,5 250 62,5
Tescovind struguri rosii 62,5 250 62,5
Etanol 50% 125 250 62,5
C. albicans
Tescovina struguri albi 62,5 >500 62,5
Tescovina struguri rosii 62,5 500 62,5
Etanol 50% 62,5 500 62,5
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