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ADNOTARE

TASCA Corina: ,,Studiul proceselor de oxido-reducere in fermentarea anaeroba a
biomasei in prezenta antioxidantilor”, teza de doctor in stiinte chimice, Chisinau, 2025.

Structura tezei: Introducere, 5 capitole, sinteza rezultatelor experimentale, concluzii
generale si recomandari, bibliografia din 223 de titluri, 118 pagini de text de baza, inclusiv 41
figuri si 29 de tabele. Rezultatele obtinute sunt publicate in 17 lucrari stiintifice.

Cuvintele-cheie: substante biologic active, fermentatie aeroba, fermentatie anaeroba,
activitate antioxidanta, borhot de cereale rezultat din producerea alcoolului etilic, tescovina de
struguri, metanogeneza, sustenabilitate, conversia biochimica a biomasei.

Scopul tezei consta in optimizarea proceselor de valorificare a biomasei din vinificatie si
industria bauturilor alcoolice, utilizand fitocatalizatori redox, pentru accelerarea proceselor de
fermentatie.

Obiectivele cercetarii: valorificarea produselor secundare vinicole si a borhotului din
industria bauturilor prin aplicarea proceselor de fermentatie aeroba gi anaeroba; identificarea si
analiza substantelor biologic active (SBA) cu proprietati antioxidante; analiza influenter SBA
asupra cineticii fermentatiei biomasei; modelari matematice si simulari computationale bazate pe
descriptorii HOMO, LUMO, AE si potentialul electrostatic pentru elucidarea mecanismelor redox,
a optimizarii randamentului proceselor si imbunatatirii calitatii biogazului rezultat.

Noutatea si originalitatea stiintifica: Pentru prima data, pe baza unui studiu amplu, a fost
evaluata aplicarea fitocatalizatorilor pentru accelerarea conversiei biomasei in produse utile,
minimizdnd impactul asupra mediului, analiza cineticii de fermentatiei aerobd si anaeroba a
produselor secundare din industria bauturilor, a mecanismului si descriptorilor de reactivitate ai
procesului de fermentatie anaeroba 1n prezenta substantelor biologic active.

Problema stiintifica solutionata: A fost testatd influenta substantelor biologic active cu
proprietdti antioxidante asupra cineticii proceselor de fermentatie aerobad si anaerobd a produselor
secundare vinicole si a borhotului din industria bauturilor, in scopul optimizdrii conversiei
biomasei in biogaz de calitate superioara. Rezultatele obtinute permit integrarea proceselor
fermentative intr-un sistem sustenabil, in conformitate cu principiile bioeconomiei circulare,
oferind suport stiintific pentru aplicare la scara industriala.

Semnificatia teoretici: Au fost acumulate informatii despre reactivitatea substantelor
biologic active in procese de fermentatie aeroba si anaeroba. S-a determinat efectul substantelor
biologic active cu proprietdti antioxidante asupra cineticii proceselor de fermentatie aeroba si
anaeroba a produselor secundare din industria bauturilor.

Valoarea aplicativa: Contributia aplicativa constd in validarea rezultatelor obtinute prin
implementarea controlata a SBA (acidul dihidroxifumaric) in procesele de fermentatie anaeroba
la scard industriald, inclusiv asupra calitatii biogazului produs. Solutiile propuse contribuie la
dezvoltarea unui sistem sustenabil de gestionare a produselor secundare din industria bauturilor.

Implementarea rezultatelor stiintifice: Conform actului de implementare din 25 aprilie
2025, la intreprinderea SRL ,,Garma Grup” au fost realizate testdri industriale cu aplicarea SBA
pe 1 lot experimental de substrat compus din 2325 m?® borhot lichid si 988 m® dejectii bovine. S-a
inregistrat o productie sporitd de biogaz si o Imbundtdtire a calitdtii acestuia, prin cresterea
proportiei de metan.



ANNOTATION
TASCA Corina: "Study of oxidation-reduction processes in anaerobic fermentation of
biomass in the presence of antioxidants', PhD thesis in chemical sciences,

Thesis structure. Introduction, 5 chapters, synthesis of experimental results, general
conclusions and recommendations, bibliography of 223 sources, 118 pages of core text, including
41 figures and 29 tables. The results obtained are published in 17 scientific papers.

Keywords. Bioactive substances, aerobic fermentation, anaerobic fermentation,
antioxidant activity, distillery spent grain from ethanol production, grape pomace,
methanogenesis, sustainability, biochemical conversion of biomass.

Thesis objective. To optimize the valorization processes of biomass derived from
winemaking and alcoholic beverage industries by using redox phytocatalysts to accelerate
fermentation processes.

Research objectives. Valorization of winery by-products and distillery residues through
aerobic and anaerobic fermentation processes; identification and analysis of bioactive substances
(BAS) with antioxidant properties; evaluation of the influence of BAS on the fermentation kinetics
of biomass; mathematical modeling and computational simulations based on HOMO, LUMO, AE
descriptors and electrostatic potential to elucidate redox mechanisms, optimize process efficiency,
and improve the quality of the resulting biogas.

Scientific novelty and originality. For the first time, based on an extensive study, the
application of phytocatalysts to accelerate biomass conversion into valuable products was
assessed, minimizing environmental impact. The aerobic and anaerobic fermentation kinetics of
beverage industry residues, as well as the mechanism and reactivity descriptors of the anaerobic
fermentation process in the presence of bioactive substances, were analyzed.

Solved scientific problem. The influence of bioactive substances with antioxidant
properties on the kinetics of aerobic and anaerobic fermentation processes of winery by-products
and distillery residues was evaluated, with the aim of optimizing biomass conversion into higher-
quality biogas. The results support the integration of fermentative processes into a sustainable
system aligned with the principles of circular bioeconomy, providing a scientific basis for
industrial-scale implementation.

Theoretical significance. Knowledge was gained on the reactivity of bioactive substances
in aerobic and anaerobic fermentation processes. The effect of antioxidant BAS on the kinetics of
fermentation processes of beverage industry residues was determined.

Applicative value. The practical contribution lies in the validation of results through
controlled implementation of BAS (dihydroxymaleic acid) in anaerobic fermentation processes at
industrial scale, including improvements in biogas quality. The proposed solutions support the
development of a sustainable system for managing beverage industry by-products.

Implementation of scientific results. According to the implementation act dated April 25,
2025, industrial-scale testing was carried out at the enterprise SRL “Garma Grup” by applying
BAS to one experimental batch of substrate composed of 2325 m? liquid distillery residue and 988
m3 cattle manure. A significant increase in biogas production and improved quality (higher
methane content) was recorded.



AHHOTAIIUA
TAIIKA Kopuna: «¥ccnedosanue okucaumenbHo-60CCman08UmMenbHblX RPOUECCOs8
npu aHaA3POOHOM COPANCUBAHUU OUOMACCHL 8 NPUCYMCIMEUN AHMUOKCUOAHMO08) , NUCCEePTALNS
HA COMCKAHUE YYEHOH CTeNeHH JOKTOPa XUMUYECKUX HAYK,
Kumunés, 2025.

Crpykrypa aucceprauum. Beenenue, 5 11aB, CHHTE3 SKCIEPUMEHTAIBHBIX PE3YJIBTATOB,
oOmmue BBIBOABI M PEKOMEHIAIIMU, CIHCOK JHMTEepaTyphl W3 223 uCTOYHUKOB, 118 cTpanuIy
OCHOBHOT'O TEKCTa, BKItouasi 41 pucynka u 29 tabnun. Pe3ynbrarsl onyOonukoBaHsl B 17 HaydHBIX
pabotax.

KuiroueBble c10Ba. bruonorndecky akTUBHBIEC BEIIECTBA, a3pO0HOE OpoKeHHe, aHa3poOHOE
OpoXXeHHE, AaHTUOKCHUJAHTHAs AaKTHBHOCTb, 3€pHOBas OOpAa, BHUHOTPAIHBIE BBDKHMKH,
METaHOTEHE3, YCTOHYNBOCTh, OMOXUMHUECKAsi KOHBEPCHSI OMOMACCHI.

Heab padoThbl. ONTUMHU3ALMUSA YTHIN3AUUU OMOMAacChl U3 BUHOJENIBIECKON U CHMPTOBOU
IPOMBIIIJIEHHOCTH C MCIIOJB30BAaHUEM pelOKC-(PUTOKATANIN3aTOPOB AJISl YCKOPEHUs MPOLIECCOB
OpOXKCHMSI.

3agauu uccel0BaHUsA. YTUIM3AlMs BTOPUUHBIX MPOAYKTOB Opo’keHHEM (a3pOOHBIM U
aHadpOOHBIM); MACHTH(HKALWSA M aHAJIN3 AaHTHOKCHJAHTHHIX BAB; m3ydeHue ux BIMAHUS Ha
KMHETUKY OpOXEHMs; MaTeMAaTU4YECKOE MOJAEIUPOBAaHUE M KOMIIBIOTEPHbIE CHUMYJSLUU C
ucnonbzoBanueM HOMO, LUMO, AE u 31eKTpOoCTaTHYeCKOTO IMOTEHIMada il BBIICHEHUS
PEIOKC-MEXaHU3MOB U MOBBILLIEHUS BBIX0/1a METaHa.

Hayunasn HoBu3Ha. BrepBble ucciieoBaHO MpUMEHEHHE (UTOKATAIU3aTOPOB JUIs
YCKOpeHHs] OMOKOHBEPCUU BTOPHYHBIX IMPOIYKTOB HAallMTOYHOM OTpACiH, C aHAJIW30M KHHETHKH
a3po0HOro 1 aHa3pobHoro OpokeHus u ponu BAB B penokc-nporeccax.

Hayunas npo6Jiema. BoisiBiieHo BIusiHME aHTHOKCUJAaHTHBIX BAB Ha knHeTHKy aspoOHOro
1 aHa’POOHOTO OPOKEHNUST BHHOMIEIBUECKUX OTXOIOB U OOPIbI, YTO MTO3BOJIMIIO MIOBBICUTH KAY€CTBO
Ouorasa ¥ UHTEIPUPOBATh MPOIECCH B UPKYIAPHYIO OMO3KOHOMUKY.

Teopernueckasi 3HaUMMOCTb. O00OIIEHBI TaHHBIE O PeIOKC-aKTUBHOCTU BAB B ycioBusix
OpO’kKeHUS U UX BIUSIHUU HA CKOPOCTh OMOKOHBEPCHUH.

IIpakTnyeckass  3HaumMocTb.  [loaTBepkaeHa  A(PQPEKTUBHOCTb  MPUMEHEHHS
IUTUApOKcU(yMapoBoi KUCIOTHI Kak BAB B mpoMbllluleHHOH aHa’poOHOH (epmeHTanuu;
YCTaHOBJICHO YJyullIeHHe KayecTBa Ouorasa.

Buenpenne pesyabraroB. CornacHo akty ot 25 anpens 2025 rona, Ha npennpustan SRL
«Garma Grup» HpoBeJeHbl NMPOMBILIUIEHHbIE HUCOBbITaHUS ¢ JoOaBienueM BAB B 1 onbiTHYIO
naptuio (2325 M Gopapl u 988 M HaBo3a). [TomydeHo yBenudeHHe 00beMa U KauecTBa Ouorasa 3a
CY€T pocTa COAEPKAHUS METaHA.
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ABREVIERI

ADP Adenozin difosfat
AGV Acizi grasi volatili
ATP Adenozintrifosfat
BHA Butil-hidroxi-anisol
BHT Butil -hidroxi-toluen
cCco Cererea chimica de oxygen
Cov Compusi organici volatile
CST Compusi solubili totali
CTS Continutul de substante solide totale
CTP Continutul total de polifenoli
Eng: Density Functional Theory
DFT . i . .
Teoria functionalei de densitate
DHFA Acid dihidroxifumaric
DPPH 2,2- difenil- 1- picrilhidrozil
ICso Concentratia care inhiba 50% din activitate
IDS Indicatorul deseurilor specifice
NBO Necesarul biochimica de oxigen
ODI Obezi cu dieta indusa
OPA Ortoftalaldehida
ORAC Capacitatea de absorbtie a radicalilor de oxigen
PBM Potentialului biologic de producere a metanului
SBA Substante biologic active
SRB Bacterii reducdtoare de sulfati
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INTRODUCERE

Actualitatea si importanta problemei abordate. Sectorul agroindustrial constituie o
ramura strategicd a economiei globale, asigurand resurse esentiale pentru alimentatia populatiei si
dezvoltarea socio-economica. Cu toate acestea, activitatile aferente acestui sector genereaza anual
cantitati considerabile de reziduuri, incluzand resturi vegetale, produse secundare de procesare si
substante chimice reziduale, a caror gestionare inadecvatd are un impact negativ cumulativ asupra
calitatii solului, apei, aerului si asupra echilibrului ecosistemelor naturale (Plamadeald et al.,
2014). Potrivit estimdrilor recente, produsele secundare vinicole si borhotul din industria
bauturilor, contribuie 1n proportie de 8—10% la emisiile globale de gaze cu efect de serd, devenind
o preocupare centrala in strategiile de dezvoltare durabila.

Gestionarea eficientd a acestor fluxuri reziduale a devenit o necesitate stringentd, nu doar
din considerente de mediu, ci si din ratiuni economice §i energetice, intrucat resursele
conventionale devin tot mai limitate. In acest context, chimia ecologica ofera solutii inovatoare
pentru transformarea acestor deseuri in produse utile prin metode de conversie biochimica si
valorificare energetica, promovand principiile bioeconomiei circulare.

La nivel national, datele din Strategia nationald de dezvoltare agricola si rurald pentru anii
2023-2030 (HG nr. 56/2023) indica faptul ca productia agroalimentard reprezintd cea mai
semnificativd pondere din productia industriald a Republicii Moldova. Intre anii 2014 si 2020,
industria prelucratoare a Inregistrat o crestere de aproximativ 41%, cu o crestere de 27% in
industria alimentara si 9% in industria bauturilor. Aceste evolutii accentueaza presiunea asupra
sistemelor de gestionare a deseurilor agroindustriale si subliniazd necesitatea unor solutii
sustenabile de valorificare a acestora.

In acelasi timp, accentuarea dependentei de resurse fosile si degradarea continui a mediului
inconjurdtor impun integrarea surselor regenerabile de energie in sistemele productive. Produsele
secundare organice agroindustriale, bogate in compusi bioactivi si Incdrcdturi energetice,
reprezintd o resursd valoroasd insuficient exploatatd. Valorificarea acestora prin fermentatie
controlatd sau alte procese biotehnologice poate contribui semnificativ la reducerea poluarii,
recuperarea resurselor si producerea de energie curatd (Venkata Mohan et al., 2016).

Astfel, cercetarea propusd isi justificad actualitatea si importanta prin abordarea unei
probleme de mediu si energie cu relevanta globala, contribuind prin solutii inovative la optimizarea
proceselor de conversie a biomasei reziduale si la dezvoltarea de tehnologii cu impact ecologic

minim si valoare adaugata ridicata.
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Ipoteza stiintificd. Valorificarea subproduselor de distilerie si produselor secundare
vitivinicole din industria bauturilor alcoolice si vinificatie prezintd o problema ecologica
importantd pentru Republica Moldova. Utilizarea substantelor biologic active cu proprietiti
antioxidante ar putea influenta cinetica proceselor de fermentatie, contribuind la obtinerea de
biogaz de calitate superioard si la integrarea proceselor intr-un sistem sustenabil, conform
principiilor bioeconomiei circulare, oferind perspective fezabile pentru aplicare industriald. Se
presupune ca aplicarea dirijata a SBA ar putea conduce la optimizarea parametrilor biochimici ai
fermentatiei, prin accelerarea etapelor-cheie. In acest context, este de asteptat ca eficienta
fermentativa si calitatea biogazului sa depinda direct de tipul si concentratia substantei biologic
active utilizate.

Scopul si obiectivele cercetarii. Cercetarile realizate In cadrul tezei au avut drept scop
optimizarea proceselor de valorificare a biomasei din vinificatie si industria bauturilor alcoolice,
utilizand fitocatalizatori redox pentru accelerarea proceselor de fermentatie.

Obiectivele de cercetare au inclus:

e Caracterizarea produselor secundare din industria bauturilor, relevante pentru fermentatia
aeroba si anaeroba;

e Caracterizarea si selectarea substantelor bioactive cu diferite functionalitati relevante in
procesele redox din fermentatie;

e Analiza proceselor de fermentatie aeroba si anaeroba a produselor secundare vinicole i a
borhotului din industria bauturilor;

e Studiul cineticii de fermentatie a biomasei si influentei substantelor bioactive;

e Calculul computational al mecanismului procesului de fermentatie anaeroba in prezenta
substantelor biologic active si descriptorilor de reactivitate (HOMO, LUMO, AE, potential
electrostatic);

e Caracterizarea concentratiei de SBA si a capacitatii de fermentatie anaeroba a tescovinei
de struguri;

e Modelarea cineticii procesului de fermentatie anaeroba a tescovinei de struguri;

e Studiul implementdrii controlate a SBA cu efect antioxidant asupra proceselor de
fermentatie anaeroba la scara industriald, inclusiv asupra calitatii biogazului produs.
Sinteza metodologiei de cercetare stiintifica si justificarea metodelor de cercetare

aplicate. Drept suport metodologic al tezei au servit cercetarile realizate in cadrul proiectului
stiintific 20.80009.5007.27/PS, ,,Mecanisme fizico-chimice ale proceselor redox cu transfer de

electroni implicate in sistemele vitale, tehnologice si de mediu ”, 2020-2023.
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Pentru confirmarea ipotezei de cercetare au fost aplicate metode concrete pentru fiecare
obiectiv, aprobate la nivel national si international. In conformitate cu scopul si obiectivele
stabilite, au fost aplicate metode clasice si moderne de cercetare: metode fizico-chimice
(spectroscopia UV/vis, FTIR, cromatografia de lichide — HPLC), modelarea matematica, metode
statistice de prelucrare a rezultatelor. In experimentele de fermentatie acroba, cinetica degajarii de
CO; a fost utilizatd pentru a estima viteza reactiei, fiind influentata de tipul si concentratia SBA.
Continutul total de polifenoli si compozitia detaliata in flavonoide, acizi fenolici si antociani au
fost determinate prin metode spectrofotometrice si HPLC-MS, evidentiind aportul tescovinei ca
sursd naturalda de compusi bioactivi. Fermentatia anaeroba a fost studiatd prin Metoda Batch, cu
evaluarea potentialului biologic de producere a metanului (PBM), iar volumul de biogaz a fost
monitorizat gravimetric pe parcursul a 30 de zile. Pentru elucidarea mecanismelor redox si a
proprietatilor electronice ale SBA au fost realizate calcule de modelare moleculard DFT (Density
Functional Theory), utilizind software-ul Gaussian 09 si metoda B3LYP/6-311G (d,p) pentru
caracterizarea descriptorilor de reactivitate.

Cercetarile au fost realizate in cadrul Institutului de Chimie, Universitatea de Stat din
Moldova si in cadrul Centrului de Oenologie al Universitatii Tehnice a Moldovei. Implementarea
procesului de digestie anaeroba la scara industriald a fost realizatd in cadrul intreprinderii SRL
,Garma Grup”.

Contributia stiintificd si aplicativi a tezei. Noutatea cercetdrii consta in aplicarea
fitocatalizatorilor pentru accelerarea conversiei biomasei In produse utile, minimizand impactul
asupra mediului, analiza cineticii de fermentatie aeroba si anaerobd a produselor secundare
vinicole si a borhotului din industria bauturilor alcoolice, a mecanismului si descriptorilor de
reactivitate ai procesului de fermentatie anaeroba in prezenta SBA.

Contributia aplicativa a tezei consta in validarea rezultatelor obtinute prin implementarea
controlatd a SBA (acidul dihidroxifumaric) in procesele de fermentatie anaerobd la scara
industriala, inclusiv asupra calitdtii biogazului produs. Solutiile propuse contribuie la dezvoltarea
unui sistem sustenabil de gestionare a produselor secundare vinicole si a borhotului din industria
bauturilor alcoolice.

Aprobarea rezultatelor stiintifice. Rezultatele obtinute in cadrul cercetdrii au fost
prezentate si discutate in cadrul forumurilor stiintifice nationale si internationale, fapt ce confirma
relevanta stiintificd si aplicativa a tezei. Acestea au fost diseminate in cadrul Conferintelor
Tehnico-Stiintifice ale Studentilor, Masteranzilor si Doctoranzilor, organizate de Universitatea
Tehnicd a Moldovei in anii 2022 si 2023, precum si in cadrul unor manifestari stiintifice de

prestigiu, dintre care mentiondm: International Conference ,,Intelligent Valorisation of Agro-Food
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Industrial Wastes” (2021, Universitatea Tehnicd a Moldovei), The 7th International Conference
»Ecological and Environmental Chemistry” (2022, Universitatea de Stat din Moldova), The 5th
International Conference ,,Modern Technologies in the Food Industry” (2022, Universitatea
Tehnica a Moldovei), International Conference ,,Smart Life Sciences and Technology for
Sustainable Development” (2023, Universitatea Tehnica a Moldovei) si International Conference
,Geo- and Bioecological Problems of the Middle and Lower Dniester River Basin” (2024, Eco-
TIRAS, Tiraspol). De asemenea, contributiile stiintifice au fost prezentate in cadrul unor
manifestdri nationale cu participare internationald, precum Conferinta ,,Perspectivele si
Problemele Integrarii in Spatiul European al Cercetarii si Educatiei” (2021, Universitatea de Stat
»Bogdan Petriceicu Hasdeu” din Cahul), Conferinta ,,Inovatia: factor al dezvoltarii social-
economice” (2021, Universitatea de Stat ,,B. P. Hasdeu” din Cahul), Conferinta ,,Life Sciences in
the Dialogue of Generations: Connections between Universities, Academia and Business
Community” (2022, Universitatea de Stat din Moldova) si Conferinta ,,Natural Sciences in the
Dialogue of Generations” (2023, Universitatea de Stat din Moldova).

Rezultatele obtinute 1n cadrul cercetarii au fost valorificate prin publicarea a 2 capitole in
monografii colective nationale (1) si internationale (1), 1n trei articole stiintifice in reviste de
specialitate, indexate in baze de date internationale, ceea ce confirma relevanta academica a temei
investigate. Doua articole au fost publicate in revista Journal of Engineering Science, in anii 2022
si 2024, abordand efectul aditivilor bioactivi asupra fermentatiei biomasei, respectiv
caracteristicile biomasei provenite din procese agroindustriale in contextul bioeconomiei circulare.
O alta lucrare a fost publicatd in anul 2025 in revista Journal of Social Sciences, indexatd in DOAJ
st Index Copernicus, evidentiind rezultatele cercetarii privind valorificarea integrata a deseurilor
din industria de producere a alcoolului prin aplicarea metodelor biotehnologice moderne si
utilizarea substantelor biologic active in vederea optimizdrii conversiei biomasei in conditii
sustenabile. Alte doua contributii au fost incluse in volume colective: un capitol publicat de editura
internationald IGI Global (SUA) in volumul Redox Processes within Environmental and
Technological Contexts (2023), si un capitol in monografia Procese redox cu transfer de electroni
si protoni, publicata la Editura USM din Chisindu (2023), ambele tratand aspecte fundamentale
ale proceselor redox in sistemele biologice si tehnologice in prezenta compusilor bioactivi.

Sumarul compartimentelor tezei. Lucrarea este expusa in limba romand, pe 118 pagini
tehnoredactate la computer. Teza este structuratd in conformitate cu rigorile de intocmire a tezelor
de doctor. Lucrarea constd din foaia de titlu, dreptul de autor, cuprinsul, adnotarea in limbile
romand, englezad si rusd, introducere, 5 capitole, sinteza rezultatelor experimentale, concluzii

generale, recomandari si bibliografia cu 223 de referinte, declaratia privind asumarea raspunderii
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si CV-ul autorului. Materialul ilustrativ include 29 de tabele, 41 de figuri. In ,,Introducere” sunt
prezentate actualitatea si importanta stiintifico-practicd a temei investigate, motivatia alegerii
directiei de cercetare, formularea scopului si obiectivelor studiului, precum si evidentierea noutatii
stiintifice, a semnificatiei teoretice si a valorii aplicative a lucrarii. Totodatd, este formulatd
problema stiintifica solutionatd, sunt descrise aprobarea si implementarea rezultatelor obtinute, iar
la final este oferit un rezumat concis al continutului fiecarui capitol.

Capitolul 1 ,,Caracteristica biomasei rezultate din procese agroindustriale si a posibilitatilor
de valorificare in contextul bioeconomiei circulare” a fost consacrat studierii fundamentale a
resurselor de biomasd generate in cadrul proceselor agroindustriale, cu accent pe produsele
secundare vinicole si a borhotului din industria bauturilor. in cadrul capitolului au fost analizate
principalele surse de produse secundare, structura fizico-chimica a acestora, potentialul energetic
si continutul de SBA, cu scopul identificarii directiilor de valorificare in sistemele biotehnologice
circulare. Investigatia a inclus examinarea literaturii de specialitate privind solutiile tehnologice
optimizate de conversie biochimicd a biomasei si integrarea acestor fluxuri in lanturi valorice
sustenabile. Necesitatea acestor analize a fost dictatd de scopul cercetarii — identificarea
posibilitatilor de utilizare eficientd a biomasei agroindustriale prin procese fermentative si de
extractie, in contextul tranzitiei catre economia circulara. La finalul capitolului au fost formulate
concluzii care sintetizeaza aspectele esentiale privind tipologia biomasei disponibile, gradul de
valorificare actual si lacunele stiintifice ce justifica directiile de cercetare propuse 1n teza.

Capitolul 2 ,,Materiale si metode” include analiza conceptelor teoretice si metodologice
privind transformarea biomasei in produse valoroase, prin procese de fermentatie aeroba si
anaeroba. Au fost sistematizate principiile biologice, chimice si fizico-chimice, care guverneaza
conversia biomasei, cu accent pe rolul substantelor biologic active in accelerarea sau inhibarea
proceselor fermentative. De asemenea, au fost descrise metodele utilizate pentru caracterizarea
compusilor antioxidanti, precum si tehnici statistice si de modelare aplicabile in studiul cineticii
fermentatiei.

Necesitatea acestui cadru teoretico-metodologic a rezultat din cerinta fundamentarii
riguroase a experimentelor desfasurate in cadrul tezei, in special in ceea ce priveste evaluarea
influentei SBA asupra proceselor redox si de fermentatie. Concluziile formulate la sfarsitul
capitolului doi rezuma aspectele esentiale privind metodele de analiza aplicate si justificarea
teoreticd a parametrilor selectati pentru experimentele ulterioare.

Capitolul 3 ,,Studiul proceselor redox de fermentatie a biomasei provenite de la producerea
alcoolului etilic” a fost orientat spre investigarea aprofundata a proceselor redox implicate in

fermentatia produselor secundare vinicole si a borhotului din industria bauturilor alcoolice. Au fost
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analizate efectele SBA asupra parametrilor cinetici ai fermentatiei aerobe si anaerobe, prin
determinarea emisiilor de CO; si evaluarea capacitatii antioxidante a SBA. De asemenea, a fost
aplicatd modelarea statistica (ANOVA, corelatie Pearson) si matematica (regresie, determinarea
ICs0) pentru stabilirea relatiei doza—efect. Necesitatea acestor investigatii a fost justificata de
dorinta de a optimiza procesele fermentative prin introducerea SBA si de a Intelege mecanismele
redox care influenteaza eficienta metabolicd a microorganismelor implicate. De asemenea, in
cadrul acestui capitol a fost investigat impactul SBA asupra procesului de fermentatie anaeroba a
borhotului de cereale, prin monitorizarea volumului total de biogaz format si determinarea
continutului de metan, in scopul evaludrii potentialului energetic al substratului in prezenta SBA.
In vederea elucidarii mecanismelor implicate la nivel molecular, a fost realizat un calcul
computational al procesului de fermentatie anaerobd in prezenta SBA, utilizdnd metode de
modelare teoreticd pentru estimarea descriptorilor de reactivitate chimica si analiza interactiunilor
potentiale cu sistemele enzimatice microbiene implicate in conversia biomasei. La sfarsitul
capitolului au fost formulate concluzii care reflectd influenta diferentiatd a substantelor bioactive
asupra proceselor fermentative, sustinand selectarea celor mai eficiente SBA pentru intensificarea
fermentatiei.

Capitolul 4 ,,Analiza procesului de fermentatie anaeroba a tescovinei de struguri” a vizat
valorificarea tescovinei de struguri prin fermentatie anaeroba, fiind investigatd compozitia sa
biochimica, continutul de compusi fenolici, activitatea antioxidanta si comportamentul in procesul
de fermentatie. S-a aplicat modelarea cineticii reactiei de fermentatie, cu determinarea
parametrilor cinetici (kr, Ea, A), 1ar potentialul energetic a fost evaluat in functie de tipul fractiei
analizate (pielitd, seminte, tescovind integrald). Necesitatea acestor analize a fost dictata de
interesul aplicativ de a transforma produsele secundare vinicole intr-o sursa regenerabilda de
energie si compusi cu valoare addugatd, in conformitate cu principiile dezvoltdrii durabile.
Concluziile formulate la finalul capitolului sintetizeaza rezultatele privind compozitia fenolica,
comportamentul fermentativ al diferitelor fractii ale tescovinei si relevanta modelarii cinetice
pentru intelegerea procesului de conversie biochimica.

Capitolul 5 ,,Valorificarea complexa a borhotului din industria de producere a alcoolului”
este dedicat evaluarii aplicative a rezultatelor stiintifice obtinute in cadrul cercetdrilor, prin
implementarea acestora intr-un mediu industrial real. Investigatiile realizate s-au axat pe utilizarea
integrata a fluxurilor reziduale, generate in cadrul unei unitati de producere a alcoolului, in
conformitate cu principiile bioeconomiei circulare si ale dezvoltarii durabile. S-a vizat optimizarea
procesului de fermentatie anaeroba a amestecului de borhot de cereale si dejectii animale, cu

testarea influentei SBA - acidul dihidroxifumaric - asupra eficientei fermentatiei si asupra calitdtii
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biogazului obtinut. Etapa de implementare a fost desfasurata in cadrul unei instalatii industriale
functionale, ceea ce a permis monitorizarea procesului In conditii reale de functionare. S-au
detaliat elementele tehnologice implicate in pregatirea substratului, structurarea fluxurilor de
alimentare, automatizarea procesului de amestec si monitorizarea digitala a parametrilor de
functionare. Experimentul aplicativ a fost organizat in conditii controlate, prin aplicarea substantei
biologic active Intr-unul din digestoare si compararea performantei acestuia cu un lot martor, fara
tratament. Au fost evaluati indicatori esentiali precum volumul de biogaz generat, compozitia sa
(CHa4, CO2, H2S, O2) si eficienta procesului de epurare. Necesitatea acestui capitol reiese din
obiectivul tezei de a valida, Intr-un cadru industrial, solutiile stiintific fundamentate in etapele
anterioare ale cercetdrii si de a demonstra aplicabilitatea acestora pentru cresterea eficientei
energetice, reducerea impactului ecologic si extinderea utilizarii SBA in biotehnologii circulare.
La sfarsitul capitolului sunt formulate concluzii care reflectd potentialul real de implementare a
substantelor biologic active in instalatii industriale de fermentatiei anaerobe, validand ipoteza
influentei pozitive a acestora asupra conversiei biomasei in biogaz de calitate superioara.
Concluziile si recomandarile formulate in baza cercetarii confirma eficienta utilizarii SBA
cu functionalititi redox In optimizarea fermentatiei anaerobe a subproduselor din industria
bauturilor alcoolice. Au fost evidentiate influentele diferentiate ale SBA asupra cineticii
procesului, selectate concentratiile optime de aplicare si validate corelatiile dintre reactivitatea

moleculard si randamentul fermentativ.
Cuvinte-cheie: substante biologic active, fermentatie aeroba, fermentatie anaeroba,

activitate antioxidantd, extracte vegetale, borhot de cereale rezultat din producerea alcoolului

etilic, tescovina de struguri, metanogeneza, sustenabilitate, conversia biochimica a biomasei.
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1. CARACTERISTICA BIOMASEI REZULTATE DIN PROCESE
AGROINDUSTRIALE SI A POSIBILITATILOR DE VALORIFICARE iN
CONTEXTUL BIOECONOMIEI CIRCULARE

In ultimele decenii, industria alimentard a cunoscut o expansiune semnificativa, fenomen
insotit de cresterea proportionald a volumului de deseuri generate din activitati agricole. Aceasta
evolutie a amplificat preocuparile privind impactul negativ asupra mediului, determinand ca
gestionarea adecvatd a deseurilor agricole sd devind o prioritate strategicd In promovarea
sustenabilitdtii. Datorita unor caracteristici precum durabilitatea, costurile reduse, accesibilitatea
si usurinta 1n utilizare, deseurile agricole sunt tot mai frecvent percepute ca resurse valoroase
pentru diverse aplicatii tehnologice si industriale (Guran, 2018).

Printre provocdrile stringente ale societdtii actuale se numdra acumularea continuad a
subproduselor rezultate din distilarea alcoolului si din procesele vitivinicole. Aceasta realitate a
contribuit la consolidarea conceptului de dezvoltare durabila, fundamentat pe mentinerea unui
echilibru intre activitatea economica, progresul social si protectia mediului inconjurator (Venkata
Mohan et al., 2016). In acest cadru, bioeconomia circular a dobandit un rol esential in dezvoltarea
de produse cu valoare addugata, fiind sustinuta de politici europene si internationale orientate spre
reciclare, reutilizare si valorificare sustenabila a resurselor agroindustriale nevalorificate (Venkata

Mohan et al., 2016).

1.1 Biomasa rezultata din producerea alcoolului etilic si industria vinicola—

caracteristica si posibilitatile de utilizare

Industria distileriilor este recunoscutd ca una dintre cele mai impactante din punct de
vedere ecologic, intrucat procesul de fermentatie alcoolica genereaza efluenti lichizi in cantitati
considerabile, caracterizati printr-o Incarcatura organica ridicata, continut crescut de azot, aciditate
pronuntata (pH scazut), temperaturi mari, culoare brun-inchisd si salinitate semnificativa
(Chaudhary si Arora, 2011). In paralel, exista un interes crescut pentru valorificarea subproduselor
rezultate din distilare, acestea constituind o sursa promitatoare de polizaharide, acizi grasi volatili
(AGV), dar si antioxidanti naturali, inclusiv polifenoli si diversi compusi bioactivi de interes
pentru industria farmaceutica, cosmetica si alimentard (Chaudhary si Arora, 2011). Tendintele
recente vizeazd perfectionarea tehnologiilor de valorificare, in special prin explorarea unor noi
solventi eficienti pentru extractia acestor constituenti valorosi. Astfel de inovatii sunt esentiale
pentru tranzitia catre un model sustenabil, bazat pe strategii integrate de recuperare a substantelor

utile cu minimizarea deseurilor generate (Chowdhary et al., 2018).
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Alcoolul este considerat un material de baza pentru o serie de industrii, de exemplu,
industria chimica, farmaceutica, cosmetica, bauturilor si alimentelor, iar numarul distileriilor este
in crestere la nivel mondial (Bharagava et al., 2009). Apele uzate rezultate din distilare prezinta un
risc major asupra mediului si un potential pericol pentru organismele vii. Unitatile de distilerie
genereaza cantitati uriase de ape uzate in timpul procesului de producere a alcoolului, din care se
elibereaza in medie 10-15 L de apa uzata cu producerea a 1 L de alcool (Bharagava si Chandra,
2010; Chowdhary et al., 2017). In apele uzate, rezultate din procesul de distilare, prezenta multor
tipuri de poluanti organici si anorganici precum melanoidina, polizaharidele, carbohidrati
reducitori, proteinele, ceara, N, K, Ca, SO*, PO* etc. sunt raportate de diversi cercetitori
(Chowdhary et al., 2018; Arimi et al., 2015).

Melanoidinele sunt unul dintre poluantii majori care cauzeaza probleme grave de mediu si
sandtate (Chandra et al., 2008). Apa uzata, rezultatd din procesul de distilare, contine diferite tipuri
de poluanti organici recalcitranti, inclusiv substante chimice care perturba sistemul endocrin, cum
ar fi ftalati, care provoacda dezechilibru hormonal si perturba capacitatea de reproducere a
organismului viu si 1n cele din urma duc la carcinogeneza (Alam et al., 2010). Melanoidina se
formeaza prin reactia dintre aminoacizi si carbohidrati numita ,,reactii Maillard” (Chandra et al.,
2008). Apele uzate, rezultate din procesul de distilare, afecteaza in primul rand solul si mediul
acvatic, datorita prezentei compusilor organici si anorganici, coloranti recalcitranti solubili Tn apa
(Chowdhary et al., 2018). Acestea pot bloca accesul luminii solare 1n apele de suprafata, reducand
astfel oxigenarea apei prin fotosinteza si, prin urmare, devin daunitoare vietii acvatice. In al doilea
rand, au o incarcaturd mare de poluare, ceea ce ar duce la eutrofizarea surselor de ape contaminate

(figura 1.1) (Bharagava si Chandra, 2010).

Materie prima Industria
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R

Figura 1.1 Reprezentarea schematica a producerii de alcool si impactul acesteia asupra

mediului (Bharagava si Chandra, 2010)

Apele uzate, rezultate in urma procesului de distilare provoaca, de asemenea, poluarea

solului si acidificarea In cazurile de deversare necorespunzatoare pe teren (Chowdhary et al.,
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2018). S-a raportat ca aceasta inhiba germinarea semintelor, reduce alcalinitatea solului, provoaca
deficientd de mangan si afecteaza negativ culturile agricole (Bharagava si Chandra, 2010).

Valorificarea subproduselor, rezultate din fabricarea alcoolului, joaca un rol esential in
viabilitatea economica a procesului de productie. Dintre acestea, borhotul obtinut din plamada
dezalcoolizata reprezinti cel mai important subprodus. in fabricile de etanol care nu recicleaza
borhotul in procesul de fermentatie, se produc intre 10 si 15 litri de borhot pentru fiecare litru de
etanol obtinut (Chowdhary et al., 2017). Borhotul de porumb este un reziduu cu necesarul biologic
de oxigen (NBO) extrem de ridicat, de 15000- 25000 ppm, iar o singura fabrica de etanol cu o
capacitate anuald de 100 milioane litri poate genera un nivel de poluare echivalent cu cel produs
de un oras cu 1,4 milioane de locuitori (Chowdhary et al., 2017). Aceasta Inseamna ca borhotul
trebuie sa fie mai intai tratat pentru a putea fi deversat in sistemul de canalizare sau trebuie
valorificat sub forma unor produse nepoluante.

Borhotul spirtier

Caracteristicile borhotului rezultat de la fermentatia melasei si a porumbului sunt

prezentate in tabelul 1.1.

Tabelul 1.1 Caracteristicile chimice ale borhotului spirtier

Subprodus NBO, Substanta | Cenusd | Zaharuri | Proteine | Vitamine Referinte
ppm uscata (Yomasic) | (Yomasic) | (Yomasic)

(% masic)

Borhot de | 50-60 000 8,5 2.5 0,9 0,8 Continut | (Chowdhary
melasa mare et al.,, 2017,

Chaudhary si

Arora, 2011)

Borhot de | 15-25 000 7,5 1,5 0,5 23 Continut | (Chaudhary si
porumb mare Arora, 2011;

Bookwalter et

al., 1984;
Bothast,
2005)
Borhot de | 15- 25000 4.2 4,7 0,7 34,8 Continut | (Guran, 2018;
cereale mare Yu, 2024)

Necesarul biologic de oxigen (incarcarea poluantd) variazd de la 60 000 ppm, pentru
borhotul de melasa, la 15 000 ppm, pentru borhotul de porumb (Chowdhary et al., 2017). Borhotul

de porumb are un continut ridicat de nutrienti, inclusiv proteine si vitamine, datorita resturilor de
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proteine din germeni si tarate care nu au fost complet descompuse in timpul fermentatiei (Zhang
et al. 2010). Borhotul de melasa se situeaza pe locul doi in ceea ce priveste valoarea nutritiva,
avand un continut proteic mai scazut comparativ cu cel al borhotului de porumb, dar remarcandu-
se printr-un aport considerabil de vitamine si minerale. Borhotul provenit din siropul de sfecla sau
de trestie, prezinta un profil nutritiv similar cu cel al borhotului de melasa, nsd cu o concentratie
mai redusa a nutrientilor. (Ahern et al., 2011).

Borhot uscat rezultat din procesul de distilare. Proprietdti si potentiale utilizari

Industria distileriei produce anual cantitati semnificative de subproduse, dintre care unul
dintre cele mai valoroase din punct de vedere economic este reprezentat de borhotul uscat (Liu,
2011). Acest produs secundar este obtinut in procesul de fermentatie a cerealelor pentru productia
de alcool. Borhotul uscat este constituit din componentele insolubile rdmase in urma extragerii
amidonului, fiind caracterizat printr-un continut ridicat de proteine, fibre si lipide. Aceasta
compozitie il recomanda drept o resursa valoroasa pentru multiple aplicatii in domeniul industrial
si agricol. (Luthria, 2020). Borhotul obtinut din fractiunea solubila constituie un subprodus valoros
al industriei distileriei, utilizat in diverse aplicatii datoritd compozitiei sale nutritive complexe
(Nuez et al., 2009). Aceastd fractiune contine o combinatie echilibratd de proteine, lipide, fibre,
carbohidrati, cenusa si o gama largd de vitamine ( tabelul 1.2), ceea ce 1i confera o utilitate crescuta,

in special in nutritia animalelor.

Tabelul 1.2 Valoarea nutritiva a borhotului uscat de distilerie*

Subprod Proteine | Lipide | Fibre | Cenusa | Carbohidrati Vitamine (ppm)

% % % % % B2 | BS | B3 | Colina | B1
mpozitia
Borhot 27 7 2 8 51 22 | 29 | 125 | 6500 8
uscat de
cereale

*alcatuit de autor in baza referintelor bibliografice (Liu, 2011; Stein si Shurson, 2009)

Macronutrienti

Borhotul este o sursa importanta de proteine (27%) esentiale pentru cresterea si intretinerea
masei musculare la animale (Liu, 2011). De asemenea, contine un procent semnificativ de
carbohidrati (51%), care oferd energie rapida si contribuie la functiile metabolice (Liu, 2011).
Continutul lipidic de circa 7% contribuie la aportul energetic si sustine absorbtia vitaminelor
liposolubile. in plus, cantitatea de fibre (2%) contribuie la imbunatitirea digestiei, in special la

rumegatoare, iar cenusa (8%) reflecta continutul mineral bogat al produsului (Liu, 2011).
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Vitamine

Borhotul contine o gama variatd de vitamine esentiale, care joacd un rol crucial in
metabolismul organismelor: (Stein si Shurson, 2009)

Vitaminele din complexul B sunt prezente in cantitati notabile, dupa cum urmeaza:

e Tiamina (B1) — 8 ppm;

e Riboflavina (B2) — 22 ppm;

e Niacina (B3) — 125 ppm;

e Acidul pantotenic (B5) — 29 ppm;
e Piridoxina (B6) — 9 ppm;

e Biotina (B7) — 0,5 ppm;

e Acid folic (B9) — 4 ppm;

e Acid p-aminobenzoic — 10 ppm;
e (Colina — 6500 ppm.

Compozitia chimica echilibratd a borhotului il face o sursa versatila de nutrienti esentiali
pentru animale. Continutul ridicat de proteine si carbohidrati contribuie la imbunatatirea
performantei zootehnice, in timp ce vitaminele si carotenoizii sustin sandtatea metabolicd si
imunitara. In plus, mineralele prezente in cenusd completeaza cerintele nutritive ale animalelor,
iar proportiile adecvate de fibre sprijina functiile digestive (Stein si Shurson, 2009).

Acest profil chimic diversificat pozitioneaza borhotul nu doar ca o resursa pentru furajare,
cl si ca un potential material utilizabil in alte industrii, cum ar fi productia de biogaz sau
ingrasdminte organice, contribuind astfel la promovarea economiei circulare si la reducerea
deseurilor industriale.

Borhot uscat de distilerie cu fractiune solubila

In Europa, borhotul este utilizat in hrana animalelor sub forma lichida, asa cum rezulti de
la distilare (Stein si Shurson, 2009). O altd solutie de valorificare a borhotului, rezultat din industria
de producere a alcoolului, constd Tn amestecarea fractiunii solubile din lichidul concentrat cu
partea solida, obtinutd prin presare, urmata de uscarea acestui amestec, In vederea obtinerii
borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubild (de Vries et al., 2012). Datoritd continutului
ridicat de energie, proteine, aminoacizi si fosfor, acest tip de borhot este utilizat pe scara larga ca
ingredient furajer in alimentatia rumegitoarelor, porcinelor, pasarilor de curte si a pestilor. in
aceasta calitate, borhotul uscat de distilerie cu fractiune solubild poate substitui partial furaje
costisitoare precum porumbul (sursa de energie), soia (sursd de proteine) si fosfatii de calciu mono-

sau dibazici (sursad de fosfor)(Shin et al., 2018).
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Compozitia si valoarea nutritionald a borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubila
depind de sursa materiei prime, fabricile de productie si procedura de productie, prin urmare, nu
exista un profil standard de nutrienti disponibil pentru borhotului uscat de distilerie cu fractiune
solubila (Liu, 2011). Borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubila reprezintd o sursa
valoroasa de fibre neutro-detergente (36,74% baza uscatd), proteina brutad (29,93% baza uscatd) si
fibre acido-detergente (16,2% baza uscatd). De asemenea, acesta contine cenusa bruta (12,82%
bazd uscatd) si amidon (11,07% baza uscatd) (Bhadra si Rosentrater, 2007). Borhotul uscat de
distilerie cu fractiune solubila, derivat din porumb, prezintd o valoare energeticd superioara
porumbului brut, ceea ce il recomanda drept un ingredient valoros in ratiile furajere destinate
bovinelor pentru carne si lapte (Nuez et al., 2009).

Unul dintre factorii care afecteaza capacitatea de stocare a borhotului este compozitia
fitochimica, incluzadnd vitamina E, acizi ferulici, carotenoizi si xantofile. Aceste componente
fitochimice au efecte antioxidante care contribuie la Tmbunatatirea sdnatitii umane si animale. Ele
sunt necesare pentru a proteja lipidele din borhot impotriva oxidarii. Borhotului uscat de distilerie
cu fractiune solubild are o concentratie ridicatd de fibre neutro-detergente, lignind, celuloza si
hemiceluloza (Anderson et al., 2006), ingredientele fiind de trei ori mai concentrate in borhot decat
in boabele initiale de porumb. Prelucrarea extinsa, cum ar fi uscarea la temperaturi ridicate, poate
afecta negativ aceste ingrediente si reduce calitatea borhotului prin oxidarea lipidelor (Andersonet
al., 2006; Shin et al., 2018).

Borhoturile uscate cu fractiune solubila constituie, totodata, o sursd importanta de compusi
fitochimici, recunoscuti pentru activitatea lor antioxidantd si efectele benefice asupra sdnatatii.
Continutul acestor compusi variaza in functie de tipul de cereale utilizat si de conditiile de
procesare. Antioxidantii prezenti In borhot contribuie la prevenirea unor afectiuni grave, precum
cancerul, bolile cardiovasculare si disfunctiile asociate stresului oxidativ la nivel celular
(Salim et al., 2010). Borhotul contine, de asemenea, xantofile care sunt antioxidanti ce intensifica
culoarea galbena a galbenusului de ou (Shin et al., 2018). Xantofilele, care sunt carotenoizi
vegetali, sunt benefice pentru sandtatea oculard umana. Xantofile precum luteina si zeaxantina
contribuie la prevenirea cancerului si a bolilor asociate imbatranirii (Li si Engelberth, 2018). In
borhot, concentratiile de luteina si zeaxantind sunt de trei ori mai mari decat in porumbul brut,
ceea ce le conferd un rol semnificativ in mentinerea sandtatii ochilor (Luthria, 2012;
Shin et al., 2018).

Utilizarile borhotului uscat de distilerie cu fractie solubila

Borhotul uscat de distilerie cu fractiune solubild, rezultat din fabricile de productie a

etanolului, este evaluat la un pret mai mic decat porumbul, desi oferd mai multe beneficii decat
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porumbul ca ingredient furajer. Cateva utilizari ale borhotului uscat de distilerie cu fractiune

solubild in produse alimentare sunt rezumate in tabelul 1.3.

Tabelul 1.3 Utilizarile borhotului uscat cu fractie solubila in produse alimentare

Produs Ingrediente Nivel de Comentarii Referinta
alimentar principale substitutie
(%)
Fursecuri cu Faina din tarate 15; 25 Culoare mai inchisa si | (Buenavista et. al,
zahar uscata de distilerie reducerea latimii si | 2021)
grosimii; se
recomanda 0
includere de 15% in
retetd
Alimente mixte | Concentrat proteic 2,5;5;10 S-a recomandat | (Bookwalter et al.,
(porumb-soia- | din porumb, tarate (2,5%) pentru acest | 1984)
lapte) de porumb uscate amestec, In timp ce
de distilerie- tarate utilizarea tarite de
de porumb cu porumb cu solubile si
solubile concentrat proteic din
porumb a fost
respinsd; Sursele de
materii  prime  si
conditiile de
procesare
influenteaza  aroma
coproduselor

Spaghete Tarate de porumb 5;10; 15 Recomandata o | (Mohammadi et al.,
uscate de distilerie addugare de maxim | 2021)
extrase cu 10% tarate de porumb
azeotrop  hexan- uscate de distilerie;
etanol mai multd proteina,

grasimi, fibre si
aminoacizi
comparativ cu
spaghetele
conventionale.

Pita (lipie) Tarate uscate de max 15 Crestere in continutul | (Rosentrater si
distilerie calitate de aminoacizi, | Krishnan, 2006)
alimentara proteine si grasimi

Gustari Tardte uscate de | max 20 DGS | Relatie directd intre | (Singha et al,

expandate distilerie cu vascozitate si rata de | 2018)
solubile  calitate includere a borhotului
alimentara uscat cu solubile

Biscuiti cu Tarate uscate de 25; 50 Continut ridicat de | (Rosentrater si

valoare distilerie calitate proteine  si  fibre | Krishnan, 2006)
energeticd 1naltd | alimentard + Naut alimentare, cu o
calitate  senzoriala
acceptabila.
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Continuarea tabelului 1.3

Pita (lipie) Tarate uscate de 10; 20 Impact pozitiv asupra | (Saunderset et al.
distilerie + Naut continutului de | 2013)
aminoacizi si fibre,
fara impact

semnificativ  asupra
gustului; duratd de
viatd mai mare.

Pita (lipie) Tarate uscate de 10; 20 Impact pozitiv asupra | (Saunderset et al.
distilerie + Naut continutului de | 2013)
aminoacizi si fibre,
fara impact

semnificativ  asupra
gustului; duratd de
viatd mai mare.

Odatd cu cresterea productiei de etanol, fabricile de distilare genereaza -cantitati
semnificative de subproduse, in principal borhotul. Identificarea unor utilizéri alternative pentru
borhotul uscat de distilerie cu fractiune solubild — ca materie prima pentru fermentatie, ingredient
in furaje sau produse alimentare — precum si cresterea gradului de valorificare prin imbunatatirea
(Bhadra et al., 2007). Aplicatiile borhotului uscat de distilerie cu fractie solubild—in hrana
animalelor si in alimentatia umana sunt descrise mai jos.

Borhotul uscat de distilerie cu fractie solubila in alimentatia umana

Pentru a creste profitabilitatea fabricilor de etanol, subprodusele generate, inclusiv
borhotul, ar trebui extinsa utilizarea acestora in alimentatia umana (Rosentrater si Krishnan, 2006).
Borhotul uscat de distilerie cu fractie solubild este considerat un aliment functional datorita
continutului ridicat de proteine si fibre, ceea ce trezeste interesul pentru utilizarea sa in diverse
retete alimentare (Singha et al., 2018).

Includerea borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubild in alimentatie este benefica
pentru persoanele cu probleme de sandtate precum diabetul si boala celiacd (Saunders et al., 2013).
De exemplu, s-a raportat un indice glicemic mai scdzut in pita (lipie) care contine borhotul uscat
de distilerie cu fractiune solubild si naut, separat sau in amestec, comparativ cu retetele care
folosesc faina de grau 100% (Saunders et al., 2013; Samala et al., 2012).

Includerea borhotului in paine, gustari si produse de cofetarie poate imbunatati valorile
nutritionale si poate oferi beneficii suplimentare, precum controlul impactului glicemic
(Liu, 2011). In retetele de paine de porumb, incorporarea unei proportii de pana la 20%—25% de
borhot nu a afectat negativ textura painii sau reologia aluatului. Painea de porumb, imbogatita cu

borhot, a prezentat o texturd mai moale si un volum mai mare comparativ cu mostra martor, desi
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culoarea produsului finit a fost usor mai inchisd. Calitatea painii s-a Tmbunatatit pe parcursul
perioadei de depozitare (Liu, 2011). Pentru a creste acceptabilitatea produselor alimentare care
contin borhot, au fost sugerate mai multe tratamente tehnologice, precum dezodorizarea, albirea si
macinarea find (Saunders et al., 2013).

Utilizarea borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubila in hrana bovinelor

Utilizarea borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubild in alimentatia bovinelor
furnizeaza o sursa semnificativa de energie, echivalenta cu 118%—130% din valoarea energetica a
porumbului, prezentand totodata un continut redus de amidon si fibre usor fermentescibile. Aceasta
caracteristica contribuie la diminuarea riscului de acidoza ruminald, comparativ cu alimentatia pe
bazd de porumb laminat uscat (Ahern et al., 2011).

Includerea borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubila in ratia bovinelor reprezinta,
totodatd, o strategie eficienta pentru sporirea sustenabilitatii economice a fabricilor de etanol. Cu
toate acestea, utilizarea sa este limitatd de continutul ridicat de fibre, ceea ce 1l face adecvat in
special pentru hranirea rumegatoarelor. Alte provocari includ variabilitatea compozitionala, care
afecteaza precizia formularii ratiilor, precum si costurile mari asociate cu indepartarea apei
(Rausch si Belyea, 2006).

Fiind o sursd concentratd de proteine, borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubila
poate substitui partial componentele din hrana totald amestecata destinata vacilor de lapte si poate
inlocui o parte din cerealele energetice din ratia acestora (Zhang et al., 2010). Produsele derivate
din borhot au fost utilizate si pentru Inlocuirea partiala a silozului de porumb in alimentatia vitelor
tinere (heifer). Desi consumul de hrana (exprimat ca substantd uscatd) a fost redus, nu s-au observat
diferente semnificative in ceea ce priveste sporul ponderal al vitelor hranite cu siloz de porumb
comparativ cu cele alimentate cu borhot (Arias et al., 2008).

Studiile au aratat ca substituirea partiald a hranei totale cu borhotul uscat de distilerie cu
fractiune solubild (15%) in hrana vacilor Holstein aflate in lactatie nu a afectat negativ
digestibilitatea hranei, productia totala de lapte sau compozitia acestuia, avand chiar efecte
pozitive asupra eficientei hranei (Kelzer et al., 2009). Substituirea cu borhotul uscat de distilerie
cu fractiune solubila (20%) a orzului boabe sau a silozului a dus la cresterea productiei de lapte,
precum si a continutului de proteine si lactoza, farda a afecta pH ruminal sau a provoca acidoza
(Zhang et al., 2010).

Beneficii economice si ecologice

Utilizarea borhotului uscat de distilerie cu fractiune solubild, bogat in proteine si fibre,
reduce necesarul de lucernd, soia si porumb macinat in hrana ajustata, avand un cost mai mic decat

aceste ingrediente. Astfel, borhotul uscat de distilerie cu fractiune solubila contribuie la reducerea
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costurilor de productie a laptelui si la cresterea veniturilor fermierilor (Kelzer et al., 2009).
Substituirea partiala a hranei totale cu borhot uscat de distilerie cu fractiune solubila contribuie la
reducerea emisiilor de metan (CH4) generate in timpul digestiei ruminale la vacile de lapte, fara a
compromite aportul nutritional, nivelul productiei lactate sau compozitia chimica a laptelui.

Vita de vie este una dintre cele mai importante culturi cultivate la nivel mondial (Gémez-
Brandon et al., 2019). Rapoartele Organizatiei Internationale a Viei si Vinului (OIV) araté ca 292
de min vin au fost produse la nivel mondial in 2018 (Hussain et al., 2008). Statele Unite ale
Americii, Australia, Italia, Spania, Franta si Germania sunt principalele tari producatoare de
struguri (Hussain et al., 2008). Spania, China, Italia, Turcia si Franta contribuie colectiv cu 50%
din productia totald de vin la nivel mondial (Hussain et al., 2008).

In ultimii ani a avut loc o schimbare drasticd a cererii consumatorilor. Sunt solicitate
produse prelucrate in mod natural, fara aditivi (Bianco si Uccella, 2000). Consumatorii manifesta
o preferintd crescutd pentru produse alimentare sigure, cu gust superior si caracter traditional,
considerate naturale si lipsite de aditivi sintetici (Bianco si Uccella, 2000). In acest context,
inlocuirea antioxidantilor sintetici — precum butil-hidroxi-anisolul (BHA, E320), butil-hidroxi-
toluenul (BHT, E321) si tert-butilhidrochinona (TBHQ, E319) — cu compusi antioxidanti de
origine naturald constituie o directie prioritara in cercetarea alimentara actuala. Aceasta orientare
este justificatd de acumularea dovezilor stiintifice privind efectele nocive ale acestor aditivi asupra
sandtatii umane, in special in conditiile unei expuneri repetate sau prelungite. Studiul realizat de
autorii (Ren et al., 2025) a evidentiat, prin abordari de toxicologie in retea, ca BHA, BHT si TBHQ
pot induce efecte hepatotoxice, nefrotoxice si neurotoxice semnificative, fiind implicati in
perturbarea ciilor metabolice si in activarea unor markeri ai stresului oxidativ. In completare,
autorii (Esazadeh et al., 2024) au demonstrat, In studii in vitro, ca TBHQ, BHA si galatul de propil
pot exercita efecte citotoxice si genotoxice asupra celulelor umane, indicand astfel un risc biologic
potential asociat utilizarii acestor aditivi in industria alimentara. Aceste rezultate sustin necesitatea
reducerii utilizarii compusilor sintetici cu risc toxicologic si orientarea cdtre surse naturale de
antioxidanti, cum ar fi compusii fenolici si flavonoidele, care prezintd un profil de siguranta
superior si beneficii aditionale asupra sanatétii. Produsele secundare vitivinicole pot fi folosite
pentru extragerea de polifenoli in vederea utilizdrii lor in alimente (Lapornik et al., 2005;
Yilmaz si Toledo, 2005). Polifenolii nu prezinta doar activitate antioxidantd, dar si alte proprietati
precum activitatea anticanceroasd, antialergicd, antimutagena si antiimbatranire (Jayaprakasha et

al., 2001; Jayaprakasha et al., 2003).
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Tescovina de struguri, pielita, tulpina si tescovina sunt printre produsele secundare majore
generate de industria vinicola. In plus, o cantitate importanti de apa uzata, drojdie de vin, lastari,
reziduurile de filtru, generate in cadrul proceselor din industria vinului reprezinta, de asemenea, o
sursa semnificativd de poluare a mediului (Musee et al., 2007), deoarece cauzeaza emanari de
compusi organici volatili (COV), cresterea cererii chimice de oxigen (CCO), infiltrarea in soluri a
efluentilor complecsi cu proprietati fizico-chimice (Rondeau et al., 2013).

Efecte toxicologice ale subproduselor de vinificatie au fost raportate asupra plantelor
terestre si organismelor acvatice chiar si la dilutii mari, ceea ce implica necesitatea unui tratament
adecvat al subproduselor vitivinicole (Sousa et al., 2019). Actualmente, subprodusele vitivinicole
(figura 1.2) sunt directionate de catre producatori fie spre compostare, fie spre deversare, dar
acestea ar putea servi drept sursd pentru a produce multe produse cu valoare adaugata

(Amulya et al., 2015; Ping et al., 2011; Spigno si De Faveri, 2007).
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Figura 1.2 Optiuni de valorificare a produselor secundare vitivinicole (Amulya et al., 2015;
Ping et al., 2011; Spigno si De Faveri, 2007)

In plus, fata de utilizarile traditionale, limitate la industriile de ingriasiminte si
biocombustibili, acestea ar putea servi pentru obtinerea unor aditivi alimentari, inclusiv compusi
cu proprietdti antimicrobiene, conservanti, antioxidanti pentru fabricarea alimentelor functionale,
suplimente alimentare, nutraceutice, remedii medicale si produse cosmetice. Nevoia crescutd de
energie si valorificarea deseurilor prin procese ecologice sunt fortate pentru a trece de la practici
generale la abordari circulare durabile (Venkata et al., 2016).

Mai multe studii recente au atras atentia asupra acestora produse vinicole secundare ca o
bund oportunitate de recuperare a compusilor antioxidanti, care ulterior ar putea fi utilizati ca

nutraceutice si ingrediente pentru alimentele functionale (Alonso et al., 2002; Barcia et al., 2014;
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Beres et al., 2017; Vanessa et al., 2018), extracte bogate in polifenoli obtinute din pielita si seminte
de struguri (Marwa et al., 2014; Caldas et al., 2018; Thorsten et al., 2009; Medouni-Adrar et al.,
2015). Tescovina poate fi folositd si drept sursa de polizaharide si fibre (Rondeau et al., 2013;
Beres et al., 2019; Mendes et al., 2013). La fel, ciorchinii, obtinuti Tn urma desciorchinarii, apar
ca o sursa importantd de compusi fenolici (Anastasiadi et al., 2012; Barros et al., 2014; Gonzalez-
Centeno et al., 2013; Spatafora et al., 2013) in special stilbenii (Rondeau et al., 2013; Ewald et al.,
2017; Prozil et al., 2012).

Mai multe studii in vivo si in vitro cu compusii fenolici prezenti in vin si tescovind, au
demonstrat efecte importante pentru promovarea sdnatatii, cum ar fi protectia neuronilor pentru
prevenirea tulburarilor cognitive si psihice (Gomez-Pinilla si Nguyen, 2012; Zorraquin-Pefia et al.,
2019), reducerea colesterolului (de Oliveira et al., 2018), prevenirea bolilor cardiovasculare
(Chacar et al., 2019; Herrera-Bravo et al.,2021), reducerea rezistentei la insulind (Costa et al.,
2017) si actiunea antiproliferativd impotriva celulelor canceroase (Pérez-Gregorio et al., 2017).

Ingredientele functionale sunt obtinute prin procedee de extractie cu solventi aposi sau
alcoolici (Marwa et al., 2014; Caldas et al., 2018; Anastasiadi et al., 2012; Costa et al., 2017;
Rodriguez-Esparza et al., 2020) si, cel mai recent, prin extractie cu CO, supercritic (Barajas-
Alvarez et al., 2021; Cafadas et al., 2021). Aceste procese prezinta dificultiti tehnice pentru
extinderea industriald, in special din cauza problemelor legate de perisabilitatea acestor produse si
a logisticii produselor secundare din industria vinicola.

Avand in vedere problema produselor secundare din industria vinicola, identificarea unei
solutii viabile pentru utilizarea produselor secundare cu scopul de a obtine ingrediente cu o valoare
biologica sporitd, a fost necesara realizarea unui studiu legat de procesarea produselor secundare
din industria vinicola cu scop de conservare a functionalitatii lor prin procese de deshidratare, ceea
ce va permite valorificarea lor ulterioara. De asemenea, este necesar sa fie elaborate tehnici de

extractie eficiente pentru a realiza recuperari optime ale compusilor.

1.2 Compozitia chimica si proprietatile bioactive ale tescovinei de struguri

Tescovina de struguri reprezintd subprodusul deshidratat rezultat in urma presarii
strugurilor (Vitis vinifera L.) in procesul de fabricare a vinului si a sucului de struguri. Aceasta este
compusd din pulpa, coji, seminte, pedunculi si, uneori, fragmente de tulpini (suportul lemnos al
ciorchinului) (Gomez-Pinilla si Nguyen, 2012). Tescovina se remarca printr-un continut ridicat de
compusi fenolici, rezultat al extractiei incomplete a acestora in timpul vinificatiei (Apolinar-
Valiente et al., 2015). Acesti compusi fenolici sunt metaboliti secundari ai plantelor, cu potentiale

efecte benefice asupra sdnatatii umane datoritd activitatii lor antioxidante si proprietatilor
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antimicrobiene, antivirale si antiinflamatorii (Prozil et al., 2012). Prin urmare, tescovina de
struguri constituie o sursd ieftind pentru extractia de compusi fitochimici care pot fi utilizati in
industriile farmaceutice, cosmetice si alimentare (Apolinar-Valiente et al., 2015). Ca urmare a
atentiei sporite acordate durabilitatii practicilor agricole, s-au facut eforturi pentru a utiliza
extractele din tescovina de struguri in diferite domenii ale industriei. S-a demonstrat cé tescovina
de struguri, dupa extractia compusilor bioactivi, poate fi supusd procedurilor de extractie a
taninurilor condensate, recomandate pentru productia de adezivi (Gambier, 2014). Compozitia

elementala a tescovinei de struguri este prezentata in tabelul 1.4.

Tabelul 1.4 Compozitia elementala a tescovinei de struguri (macroelemente si

microelemente)*
Macroelemente, g/kg Microelemente, mg/kg
Elemente | Ca P | Mg | K | Na | C] S | Mn | Zn | Cu | Fe | Se | Co
Brut 9 12508 (127102 |05 | 14| 12 | 23 | 45 (329 0,2 | 04
Uscat 99 12708 | 14 [022] 05 | 1,6 | 13 25 | 49 | 361 | 0,2 | 04

*alcatuita de autor in baza surselor bibliografice (Apolinar-Valiente et al., 2015; Gambier, 2014)

Dupa cum rezulta din tabelul 1.4, tescovina de struguri reprezintd o sursa importantd de
fier, potasiu si mangan, dar si de cupru si zinc. Tescovina de struguri este sdracd in elemente,
precum sodiul si calciul.

Compozitia chimicad estimativa si valoarea energeticd a tescovinei de struguri, in forma

bruta si uscata, sunt prezentate in figura 1.3.

Cationi-Anioni, mEq/kg Electrolitic, mEq/kg

400
350
300
250
200
150
100

50

mEq/kg

Brut Uscat

Figura 1.3 Compozitia chimica si valoarea energetica a tescovinei de struguri bruta si

uscata (alcatuita de autor in baza surselor bibliografice (Apolinar-Valiente et al., 2015; Patti et al.,
2009))
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Compozitia acizilor grasi din tescovina de struguri este prezentatd in tabelul 1.5.

Tabelul 1.5 Compozitia acizilor grasi din tescovina de struguri*

Parametru 2 - 5
2 oo| B 2 2 2 £ ° .
FIErEETIEREETAE FRETEE FAFSRIE
Ew| = Swa | © SE | 2 | = & 28 | EQ g &
= = eo = « g i= S X
ES| 52 |28 €S |2 |Ew | ES |22 |EX | £
SE| L% |z 2@ |z =& |22 |52 |20 |58
Ee] 2= D - ; 5 - B = T o Q = =
2 QO ] ® < O 5 < O % @ jE ®] g ®] < >

< <
Brut 2.9 0,06 1,8 6,6 29 0,2 0,07 0,07 0,02 4.4
Uscat 32 0,07 1,9 7,2 31,8 0,2 0,08 0,08 0,03 49

*alcatuitda de autor in baza surselor bibliografice (Carmona-Jiménez et al., 2022; Lutterodt et
al., 2011; Baca-Bocanegra et al., 2021; Yu si Ahmedna, 2013; Monteiro et al., 2021)

Conform datelor prezentate in tabelul 1.5, tescovina de struguri contine in special acid
linoleic (70,9%), acid oleic (16,1%), acid palmitic si acid stearic (respectiv 7,1% si 4,3%)
(Baca-Bocanegra et al., 2021). Acidul erucic lipseste. Se constatd un continut important de
vitamind E (4,4 mg/kg in tescovina brutd si 4,9 mg/kg in tescovina uscatd) (Monteiro et al., 2021).

Compozitia aminoacizilor din tescovina de struguri este prezentata in tabelul 1.6.

Tabelul 1.6 Compozitia aminoacizilor din tescovina de struguri*

< + < 2
= = = < = g
= s < < = = s = =
E = £ £ £ § £ E £E££ £ & £ £
£ < g 3 = = 2 = SN £ = @ = 'S
= 5 : : £ 2 § =z si® & %2 = 2
= = & O 3 - & =€ % < E = ©
[-W e é‘) > [5) [>)

B < <

Brut, 4.9 43 1,3 4.5 4.7 8,1 4.2 6,8 6,5 5,5 6,3 5,5 8
glkg

Uscata, 5,4 4,7 14 49 52 89 46 74 71 6 6,9 21,4 87

glkg
*alcatuitd de autor in baza surselor bibliografice (Baca-Bocanegra et al., 2021; Yu si Ahmedna,
2013; Monteiro et al., 2021)

Tescovina de struguri are un continut important de acid glutamic (19,5 g/kg tescovina bruta,
21,4 g/kg tescovina uscatd) si aspartic (respectiv 6,3 si 6,9 g/kg) (Baca-Bocanegra et al., 2021).
Este atestat si un continut important de aminoacizi esentiali. Totusi, majoritatea studiilor
demonstreaza, ca digestibilitatea azotului din tescovina de struguri este moderata, aceasta variind
intre 16,3% la iepuri pani la 82,1% la pesti. In cazul porcilor acest indicator variaza intre 47,7 si
68,1%, iar pentru pasari — 61-78% (Lutterodt et al., 2011).

Analiza literaturii de specialitate a elucidat cd compozitia chimica a strugurilor este
influentata de factorii de mediu si de soiurile de struguri (Rondeau et al., 2013). Mai multe studii

au abordat deja anumite caracteristici ale diferitilor polimeri de carbohidrati din pielita de struguri
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(Llobera si Caiiellas, 2007), tulpini de struguri (Ping et al., 2011). Tescovina de struguri a fost, de
asemenea, evaluatd ca o sursd de antioxidanti datoritd continutului sdu ridicat de polifenoli. De
fapt, de la observatiile ,,paradoxului francez” (Lippin et al., 2010), numeroase studii au evidentiat
efectele benefice ale polifenolilor din struguri sau vin pentru sanatatea umana
(de Gaetano et al., 2003). Au fost raportate, de asemenea, compozitia generala a diferitelor tipuri
de tescovina de struguri (Llobera si Cafiellas, 2007; Llobera si Canellas, 2008). Tescovina de
struguri contine componente care inhiba proliferarea celulelor canceroase Caco-2 si HT-29 prin
declansarea apoptozei, prezinta captatori puternici de radicali liberi si pot oferi un anumit nivel de
protectie impotriva anumitor tipuri de cancer (Parry et al., 2021).

Caracterizarea chimicd a tescovinei de struguri prezintd o necesitate prealabila pentru
evaluarea potentialului acestora, determinarea randamentului de extractie si controlul calitativ. Au
fost identificati mai multi compusi fenolici, care sunt reprezentativi pentru diversele tipuri
structurale. Profilele compusilor fenolici, recuperati din deseurile de la diferite vinarii, au fost
dominate de acidul galic, catechini si epicatechin. In plus, au fost identificate, de asemenea,
hidroxi-tirozol, tirozol, glicozide cianidinica si diversi acizi fenolici precum cafeic, procatechinic,
siringic, vanilic, o-cumaric, p-cumaric (Lafka et al., 2007; Peixoto et al., 2018).

Continutul de antociani si flavan-3-oli variaza in functie de soiul de struguri si de tipul de
extract (fruct intreg vs tescovina fermentatd). Cu toate acestea, toate extractele fenolice de struguri
inhibd remarcabil glucoziltransferazele B si C (inhibare 70-85%) la concentratii de pand la 62,5
pg/mL (P < 0,01) (Mollica et al., 2021). Mai mult, scaderea glicolitica a pH de catre celulele
S. mutans este inhibata de extractele de struguri fara a afecta viabilitatea bacteriand, un efect care
poate fi atribuit inhibdrii partiale a activitatii F-ATPazei (inhibare 30-65% la 125 pg/mL; P <0,01)
(Mollica et al., 2021). Activitatea biologica a tescovinei fermentate a fost fie la fel de eficienta, fie
semnificativ mai bund decat extractele din fructe intregi (Thimothe et al., 2007). Rezultatele au
ardtat cd extractele fenolice de struguri, in special din tescovind, sunt foarte eficiente impotriva
trasaturilor specifice de virulenta ale S. mutans, in ciuda diferentelor majore in continutul lor
fenolic.

Compusii fenolici sunt in principal sintetizati din carbohidrati prin intermediul acidului
shikimic si a acetatului. Acidul shikimic conduce dupa trans-aminare si desaminaree la acizi
cinamici si derivatii acestora. Acetatii conduc la policetesteri sau poliacetati (malonat). Structura
compusilor fenolici pleacad de la un singur nucleu aromatic cu greutate moleculara mica pana la
taninuri complexe cu greutate moleculara foarte mare, care variaza in functie de natura scheletului

de carbon si in functie de lungimea lantului alifatic legat de nucleul benzenic (Chira et al., 2008).
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Compusii fenolici sunt capabili de conjugare cu oze sau acizi organici. Compusii fenolici pot fi
impartiti in doud mari grupe: flavonoide si non-flavonoide.

Flavonoidele sunt compusi polifenolici cuprinzand 15 atomi de carbon formand o structura
Ce-C3-Cg, doua inele aromatice legate printr-o punte de 3 atomi de carbon. Acestea sunt cele mai
abundente printre toti compusii fenolici. Ei au diferite roluri in plante ca metaboliti secundari, fiind
implicati in procesele de aparare Impotriva razelor UV, pigmentare, fixarea azotului si rezistenta
la boli. Structura din Ce-C3-Cs este produsul celor doud cai sintetice ale compusilor fenolici (figura
1.4) (Chira et al., 2008). Nucleul B si puntea de carbon constituie o unitate fenilpropanoida
sintetizatd din fenilalanind pe calea acidului shikimic, in timp ce nucleul A provine din
condensarea a 3 unitati de acetat prin intermediul acidului malonic. Fuziunea acestor doud parti
implica condensarea unui fenilpronanoid, cel 4-cumaril, cu 3 malonil CoA, fiecare acordand 2
atomi de carbon. Reactia este catalizata de calcona sintezaza, generand astfel tetrahidroxicalcona,

care poate sa genereze, la randul sau, toate flavonoidele (Chira et al., 2008).

Figura 1.4 Structura flavanului — scheletul de baza C¢—C3—Cs comun compusilor
flavonoidici (Chira et al., 2008)

Flavonolii sunt des compusi extrem de raspanditi. Astfel de flavonoli precum myricetina,
gercetina, kaempferolul sunt in majoritatea cazurilor prezenti sub forme de O-glicozide. Legatura
este cel mai frecvent in pozitia 3 a nucleului aromatic C, desi sunt posibile substitutiile in pozitiile
5,7,4°,3> si 5’ (Panche et al., 2016). Numarul de agliconi este limitat, insd existd un numar
impunitor de derivati. In structura flavonoidelor, fragmentele osidice reprezinta unitati glucidice
(mono- sau oligozaharide) care se leaga de nucleul agliconic prin legéturi glicozidice. Acestea
influenteaza solubilitatea, stabilitatea si activitatea biologicd a compusului. Exista o variabilitate
largd a concentratiei de flavonoli in functie de anotimp si de soiul luat In considerare. Structura
lor este platd. Patru flavonoli sunt prezenti predominant in struguri: kaempferol, gercetina
(5-10 mg/kg), miricetind si izorhamnetina. Derivatii de quercetind mereu sunt predominanti.
Continutul mediu maxim de flavonoli din struguri este in jur de 50 mg/kg, dar variaza intre 10 si

285 mg/kg (Pietta, 2000).
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Flavanonele sunt primii produsi ai cdii de sintezd a flavonoidelor. Ele se caracterizeaza prin
absenta dublarii dintre C, si C3 si prin prezenta unui centru de chiralitate C,. Majoritatea
flavanonelor gasite n naturd au inelul B atasat de inelul aromatic C. Structura flavanonelor este
foarte reactiva si da nastere reactiilor de hidroxilare, O-metilari si glicozilare. Flavanonele sunt
prezente in struguri la concentratii de cateva mg/kg (Gudej si Tomczyk, 2004).

Flavan-3-olii sunt cea mai complexa categorie de flavonoide. Acesti compusi variaza de la
monomeri simpli (+) - catechina si izomerul sdu (-) - epicatechina, pana la oligomeri si polimeri
ai proantocianidinelor, figura 1.5 (Pietta, 2000). Proantocianidinele sunt formate din catechind si
epicatechind cu cuplari oxidative intre pozitiile Cs ale heterociclului si Cg sau Cg ale monomerului
adiacent. Oligomerii procianidinelor sunt formati din 2 pana la 5 unitati de catechine sau

epicatechine, polimerii fiind formati din 6 sau mai multe unitati.

Malvidina 3-O-B-D- Flavan-3-ol

Flavonol (quercetina)
glucozida ((+)-Catechina)
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Polifenol polimeric

Figura 1.5 Principalele clase de flavonoide (Gudej si Tomczyk, 2004)

In plus, flavan-3-olii pot fi esterificati cu acid galic sau, alternativ, hidroxilati pentru a
forma galocatechine si galotaninuri. Flavan-3-olii din struguri se gasesc nemijlocit sub forma de
polimeri. Taninurile din seminte sunt alcdtuite din procianidine (polimeri ai catechinei si
epicatechinei), partial galoilate, in timp ce cele din pielita strugurilor contin si prodelfinidine
(polimeri de galocatechina si epigalocatechind) (Gudej si Tomczyk, 2004).

Flavonele sunt structural foarte apropiate de flavonoli, diferenta fiind absenta hidroxilului
in pozitia C;. Exista, de asemenea, multe substitutii accesibile pentru flavone, cum ar fi
hidroxilarea, metilarea, O- si C-alchilarea si glicozilarea. Flavonele sunt prezente in principal sub
formd de glucozide. Strugurii contin cantitati foarte mici de flavone (Panche et al., 2016;
Pietta, 2000).

Antocianiadinele sunt prezente pe scara largd in regnul vegetal, in principal sub forma de
glicozide, exclusiv in strugurii negri la nivelul pielitei (strugurilor albi le lipsesc)
(Amendola et al., 2010). Sunt responsabile de culorile rosu, albastru si violet in functie de pH
mediului (Muioz et al., 2021). Acesti compusi sunt implicati in protectia plantelor Tmpotriva

excesului de lumina solard. Cele mai frecvente antocianidine sunt pelargonidin, cianidin,
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delphinidin, peonidin si malvidin, dar acesti compusi sunt prezenti doar in forma de conjugati
glucozilati, antociani. Antocianidinele sunt capabile sa formeze conjugate cu acizi hidroxicinamici
st acizi organici (acid malic si acid acetic) (Holton si Cornish, 1995). Spre deosebire de alte specii
(hibride) care au niveluri ridicate de antociani diglucozilate in pozitiile C-3’ si C-5’, specia Vitis
vinifera contine doar urme de acesti compusi. Acest lucru se datoreazd prezentei majoritare a
antocianidinei 3-monoglucozidd, in special malvidind 3-O-glucozida si derivatii sdi acilici
(Welch et al., 2008). Antocianinele sunt prezente in struguri cu continuturi medii de ordinul 500
pana la 3000 mg/kg, dar pot atinge si valori de pana la 5000 mg/kg (Muoz et al., 2021). Non-
flavonoide, principalele non-flavonoide de importantd alimentard sunt acizii fenolici, acizii

hidroxicinamici si stilbenii (figura 1.6) (Zénglein et al., 2009).

(0] OH O
HO \)
LOH LOH
HO HO@’/ HO
OH OH OH
Acid hidroxibenzoic Stilben (trans- Acid hidroxicinamic
(acid galic) resveratrol) (acid cafeic)

Figura 1.6 Structura principalelor non-flavonoide (Zinglein et al., 2009)

Acizi fenolici, acizii hidroxibenzoici au o structura Cs-Ci, compusa dintr-un inel benzenic
pe care este atasat un lant alifatic. Printre acestia se numara acidul vanilic, acidul siringic, acidul
gentisic si acidul galic (Robbins, 2003). Compusul principal este acidul galic, care se contine in
struguri intre 100 si1 230 mg/kg (Chira et al., 2008; Amendola, De Faveri si Spigno, 2010).

Acizii hidroxicinamici, acidul cinamic este un compus Ces-Cs3 produs printr-o dezaminare a
fenilalaninei, catalizata de fenilalanind amoniac-laza, acidul paracumaric (p-coumaric), fiind apoi
produs prin hidroxilarea acidului cinamic. Acidul cinamic si acizii hidroxicinamici sunt, de
asemenea, denumiti fenilpropanoide. Structura lor de baza include un inel benzenic cu un lant
alifatic cu 3 atomi de carbon, cu una sau mai multe grupdri hidroxil esterificate adesea intr-un ester
de alcool alifatic (Taofiq et al., 2017). Acizii hidroxicinamici cei mai raspanditi sunt acizii cafeic,
p-cumaric, ferulic si sinapic. Sunt generati prin serii de hidroxilare si metilare si se acumuleaza
adesea sub formd de esteri ai acidului tartric: acizi coutaric, caftaric si fertaric, respectiv esterii
acizilor p-cumaric, ferulic si sinapic (Taofiq et al., 2017). Acesti constituenti sunt prezenti in
principal in pulpa boabelor de struguri. Componenta majora a acizilor hidroxicinamici din struguri
este acidul caftaric (esterul cafeoil tartric) care poate fi gasit la un nivel de aproximativ 200 mg/kg

(Rivera-Dominguez et al., 2010).
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Stilbenii sunt compusi polifenolici care au o structurd Cs-C2-Cs, doud inele benzenice
legate printr-o punte de metilen. Sunt produse de plante drept raspuns la atacurile fungice,
bacteriene sau virale, ceea ce a fost demonstrat pentru transresveratrol (Teka et al., 2022).
Resveratrolul este sintetizat prin condensarea 4-cumarilului cu 3 malonil C,A, fiecare oferind 2
atomi de carbon. Reactia este catalizatd de stilben sintetaza, produsii implicati fiind aceiasi ca si
pentru sinteza flavonoidelor, singura diferenta fiind enzima care catalizeaza reactia. Resveratrolul
in formele cis- si trans- se gaseste in tesuturile plantelor, In principal sub formad de trans-
resveratrol-3-O-glucozide (Blackburn si Timmons, 1969). Au fost identificate in struguri si forme
oligomerice ale stilbenilor, cum ar fi pallidol si viniferin, iar recent si un tetramer al resveratrolului:
hopeafenol (Guebailia et al., 2006).

Continutul de catechine si procianidine (oligomeri ai catechinelor) variaza in functie de
tipul de struguri. In strugurii de masa continutul acestor compusi variaza intre 243 si 1,108 mg/kg,
din care peste 89% sunt localizati in general in seminte (Nel et al., 2014). Tabelul 1.7 prezinta
distributia compusilor polifenolici in functie de diferitele parti ale boabelor de struguri rosii

(Sturza et al., 2023).

Tabelul 1.7 Distributia compusilor polifenolici in struguri (mg/kg)*

Compusi Pulpa Pielita Seminte
Taninuri Urme 100-500 1000-6000
Antociani - 500-3000 -
Acizi fenolici 20-170 50-200 -

*alcatuit de autor in baza surselor bibliografice (Nel et al., 2014; Rauf et al., 2019; de Sa et al.,
2014; Freitas si Glories, 1999; Sturza et al., 2023)

O asemenea distributie atestd faptul, ca tescovina de struguri rezultatd in procesul de
vinificatie prezintd o sursd extrem de concentrata de compusi bioactivi. Taninurile din tescovina
de struguri sunt compuse in principal din proantocianidine sau taninuri catehetice. Sunt compusi
formati din unitdti monomerice sau polimerice de flavan-3-oli (Alonso et al., 2002).

Proantocianidinele, cunoscute si sub numele de tanini condensati sunt sintetizati ca
metaboliti secundari polifenolici prin calea biosintetica flavonoida. Procianidinele oligomerice,
extrase din scoarta de pin si din semintele de struguri prin tehnici specializate, continud sa atraga
atentia datoritd proprietatilor lor biologice si fiziologice (de Sa et al., 2014). Sunt compuse din
unitdti de procianidind si prodelfinidind care sunt legate intre ele printr-o legatura Cy4-Cg

(figura 1.7) (de Sa et al., 2014; Chengolova et al., 2023).
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Figura 1.7 Structuri ale flavan-3-olilor si procianidinelor - constituenti principali ai
extractului de seminte de struguri: (+) - catechina (1), (-) - epicatechina (2), procianidina
B1 (3), B2 (4), B3 (5), B4 (6) si C1 (7) (de Sa et al., 2014)

Continutul ridicat de polifenoli constituie un dezavantaj pentru utilizarea tescovinei ca
hrand pentru animale si implica potentiale probleme de poluare atunci cand sunt utilizate ca
ingrasamant pentru sol.

Numeroase studii demonstreaza eficacitatea SBA extrasi din tescovina de struguri asupra
sanatatii, in special datoritd efectelor antioxidante, antiinflamatorii si microbiostatice, legate de
continutul important de SBA (Rzeppa et al., 2012). Activitatea antioxidantd a extractelor din

tescovind de struguri a fost evaluatd asupra soarecilor masculi obezi cu dietd indusa (ODI), prin
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capacitatea de absorbtie a radicalilor de oxigen (ORAC) (Hogan et al., 2010). Soarecii masculi
ODI au fost impartiti aleatoriu 1n trei grupuri de tratament (n = 12): o dietd normala (grup DN), o
dietd bogata in grasimi (grup Gr) si dieta bogata in grasimi suplimentata cu extracte din tescovina
de struguri (grup GrTS). Dupa un tratament de 12 sdptamani, soarecii din grupurile cu dieta bogata
in grasimi au adaugat cu 29% mai multa greutate decat grupul DN. Suplimentarea cu extracte din
tescovind de struguri, estimatd la 250 mg/kg/zi (grup GrTS) a scazut nivelurile plasmatice de
proteind C reactiva cu 15,5% la soarecii hraniti cu dietd bogatd in grasimi, sugerand un efect
antiinflamator potential (Hogan et al., 2010). Astfel, extractele din tescovina de struguri exercita
un efect antiinflamator in obezitatea indusa de dieta, evident, datoritd continutului important de
compusi polifenolici si antociani, estimat la 475,4 mg de acid galic echiv/g si, respectiv, 156,9 mg
de cianidin 3-glucozid echiv/g (Rzeppa et al., 2012; Hogan et al., 2010). Catechina si epicatechina
in GPE au fost 28,6 si respectiv, 24,5 mg/g. Alti antioxidanti majori din GPE au inclus quercetind
(1,6 mg/g), trans-resveratrol (60 pg/g), acid galic (867,2 pg/g), acid coutaric (511,8 pg/g), acid p-
hidroxibenzoic (408,3 pg/g), si acid protocatecuic (371,5 pug/g). Activitatea antioxidanta ORAC a
fost de 4133 umol de Trolox echiv/g (Hogan et al., 2010).

Un studiu recent analizeaza utilizarea suplimentelor antioxidante pentru reducerea stresului
oxidativ (Elejalde et al., 2021). Este analizat stadiul tehnicii efectelor suplimentarii cu bauturi din
struguri si extracte de struguri asupra markerilor de stres oxidativ la sportivi. Sunt raportate datele
privind dozele polifenolice, caracteristicile participantilor si protocoalele de efort
(Elejalde et al., 2021).

Extractele din tescovind de struguri au fost testate pe activitatea antibacteriana pentru
Bacillus cereus, Bacillus coagulans, Bacillus subtilis, Staphylococcus aureus, tulpini de
Escherichia Coli si Pseudomonas aeruginosa (Jayaprakasha et al., 2003). Bacteriile Gram pozitive
sunt complet inhibate la concentratii de 850-1000 ppm, in timp ce bacteriile Gram negative au fost
inhibate pentru continuturi de 1250-1500 ppm de extracte polifenolice din tescovina de struguri
(Jayaprakasha et al., 2001).

O parte majora a polifenolilor nu este absorbita in intestinul subtire si poate interactiona cu
microbiota colonica. Influenta extractelor polifenolice asupra cresterii Lactobacillus acidophilus
CECT 903 a fost investigata in vitro prin teste de difuzie cu agar si culturi In medii lichide.
Extractele fenolice de struguri si unele standarde de compusi fenolici (acizii cafeic, galic, tanic,
catechina, epicatechind si quercetind) au fost testate. Toti compusii fenolici testati nu au exercitat
efect inhibitor asupra cresterii L. acidophilus la o concentratie maxima de 5000 pg/ teste de difuzie

pe disc in agar. S-a constatat, ca extractul fenolic de tescovina de struguri (1 mg/mL) a indus o
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crestere semnificativd a biomasei de L. acidophilus in medii de culturd lichide
(Hervert-Hernandez et al., 2009).

Compusii fenolici din tescovind de struguri poseda incontestabil proprietati terapeutice, in
special pentru anumite patologii cronice precum ateroscleroza, diabetul, hipertensiunea arteriala
si anumite tipuri de cancer (Al-Awwadi et al., 2005). Dintre mecanismele de actiune ale
compusilor fenolici, implicate In prevenirea patologiilor cronice, se numara:

- efectul de captare directa a radicalilor liberi. Tescovina de struguri prezintd activitate
antioxidantd maxima, estimatd prin testele ABTSe si DPPHe de captare a H2O;, strans
corelate cu prezenta flavan-3-olilor, acizilor fenolici si galatului de etil. Pieleita de struguri
exercitd activitate antioxidantd celulard asupra celulelor adenocarcinomului
(ECso = 56,4 mg TPC/mL), puternic corelatd cu prezenta flavonolilor si antocianilor
(Milinci¢ et al., 2021);

- un efect salvator al antioxidantilor endogeni (vitamina E, vitamina C, B-caroten etc.)
(Brenes et al., 2008);

- un efect de economisire a enzimelor antioxidante (superoxid dismutaza, catalaza,
SeGSHPx — glutation peroxidaza) (Ribeiro et al., 2017);

- unefect important de scadere a colesterolului si de reechilibrare a lipidelor din sange (High
Density Lipoprotein/Low-Density Lipoproteins) (Lupoli et al., 2020);

- efectul de chelatare a cofactorilor de oxidare, acizilor grasi si anumitor ioni metalici (Fe*",
Cu?") (Sri Harsha si Lavelli, 2019);

- un efect inhibitor asupra enzimelor oxidative, cum ar fi ciclooxigenaze si lipooxigenaze
(Mollica et al., 2021);

- efect asupra sintezei NO in endoteliu la celulele peretelui arterial, ceea ce conduce la
vasorelaxare si hiperpolarizare a membranei prin eliberare de potasiu extracelular
(Asbaghi et al., 2020);

- un efect inhibitor in geneza producerii de nicotinamid adenin dinucleotid fosfat redus in
celulele peretelui vascular (aorta toracica si inima), rezultind o scadere a producerii de
radicali liberi (Chedea et al., 2021).

Un efect important este prezenta trans-resveratrolului. S-a demonstrat ca trans-
resveratrolul are efecte benefice asupra bolilor legate de procesele oxidante si/sau inflamatorii si
prelungeste speranta de viata (Vicol et al., 2024). Un studiu realizat de autorii (Zamora-Ros et al.,
2008), avand ca obiectiv estimarea aportului alimentar de patru stilbeni in randul populatiei adulte
din Spania, a permis determinarea nivelurilor medii de consum si a surselor alimentare

corespunzatoare. Dintre cei patru compusi analizati, cel mai abundent a fost trans-piceid (53,6 %),
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urmat de trans-resveratrol (20,9 %), cis-piceid (19,3 %) si cis-resveratrol (6,2 %). Principalele
surse alimentare identificate au fost vinurile, care au contribuit in proportie de 98,4 %, si sucurile
de struguri (1,6 %), In timp ce alte alimente, precum alunele, fisticul si fructele de padure, au avut
o contributie nesemnificativa, sub 0,01 %.

Ca ingredient alimentar natural, numeroase studii au demonstrat ca resveratrolul posedd un
potential antioxidant foarte mare. Resveratrolul prezintd, de asemenea, activitate antitumorala si
este considerat un potential candidat pentru prevenirea si tratamentul mai multor tipuri de cancer
(Salehi et al., 2018). Proprietdtile anticanceroase ale resveratrolului au fost confirmate de multe
studii in vitro si in vivo, care aratd cd resveratrolul este capabil sd inhibe toate etapele
carcinogenezei (de exemplu, initierea, promovarea si progresia). Mai mult, au fost raportate si alte
efecte bioactive, si anume ca antiinflamatoare, anticancerigene, cardioprotectoare, vasorelaxante,
fitoestrogenice si neuroprotectoare. Cu toate acestea, aplicarea resveratrolului este Incd o
provocare majora pentru industria farmaceuticd, datoritd solubilitatii si biodisponibilitatii slabe,
precum si a efectelor adverse. Numeroase studii vizeaza estimarea continutului de resveratrol in
vinurile si tescovina din strugurii de diferite proveniente (Pérez- Gregorio et al., 2017). Concluzia
generala este, cd acest component este acumulat in functie de metabolismul plantelor, conditiile

agroclimaterice si alti factori dificil previzibili.

1.3 Caracteristica proceselor de fermentatie aeroba si anaeroba a biomasei rezultata
din procese agroindustriale. Posibilitati de optimizare a proceselor de fermentatie

Fermentatia este un proces biochimic complex, utilizat in mod diferit de diverse discipline
stiintifice, precum microbiologia, biochimia, nutritia umana si animali sau stiinta solului. In sens
larg, fermentatia desemneaza transformarea substraturilor organice sub actiunea
microorganismelor, in conditii care pot fi aerobe sau anaerobe, in functie de natura reactiilor si de
disponibilitatea oxigenului (Westergaard si Olsson, 2007).

In cadrul fermentatiei anaerobe, procesul are loc in absenta oxigenului si duce la formarea
unor produse finale precum: acizii grasi volatili (AGV — acetati, butirati, propionati), gaze (CO2,
CHa), alcool sau hidrogen. Desi carbohidratii sunt considerati principalii compusi fermentabili, si
alti compusi organici — precum proteinele, acizii organici (inclusiv aminoacizii), lipidele — pot fi
utilizati ca substraturi fermentabile de catre microorganisme specializate, conducand la formarea
de AGV si a componentelor acestora (Mazzoleni et al., 2015). In schimb, fermentatia acroba
implica prezenta oxigenului si se caracterizeaza printr-un randament energetic mai ridicat, fiind
specificd unor procese precum fermentatia aceticd sau oxidarea incompletd a unor compusi

organici.
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In literatura de specialitate, termenul fermentatie este definit diferentiat in functie de
domeniul stiintific. In acceptiunea strict biologica, fermentatia este un proces anaerob, iar
utilizarea termenului fermentatie aeroba este consideratd improprie, fiind asociatd mai curand cu
respiratia celulara aeroba (Mazzoleni et al., 2015). Cu toate acestea, in domeniul ingineriei
mediului si al biotehnologiilor aplicate, termenii fermentatie aeroba si fermentatie anaeroba sunt
utilizati functional pentru a desemna procesele microbiene de degradare a biomasei in prezenta,
respectiv absenta oxigenului, diferentiate prin emisia predominanti de CO» sau CHa. In prezenta
lucrare, acesti termeni sunt folositi in sens operational si tehnologic, in acord cu uzanta curentd in
studiile privind valorificarea biomasei. Astidzi, procesul fermentativ presupune transformarea
materiilor prime, aerob sau anaerob, in alte produse valoroase prin activitatile microorganismelor
(Van Roermund et al., 2022). Este un proces de evolutie naturald, iar oamenii folosesc fermentatia
pentru a produce vin si alcool cu mult Tnainte de aparitia stiintei si a intelegerii proceselor
biochimice. Prin urmare, fermentatia este un proces metabolic care modifica compozitia chimica
a substratului organic Tn urma activitatilor enzimelor. Acest proces permite microorganismelor sa
obtind energie sub formd de ATP prin descompunerea enzimaticd compusilor organici
(Merico et al., 2007).

Obiectivele utilizarii proceselor bazate pe fermentatie au evoluat de-a lungul timpului, din
cauza problemelor culturale si sociale sau din cauza tehnologiei si facilitatilor de inginerie. in
consecinta, fermentatia a fost utilizatd pe scara largd, de-a lungul timpului, in diverse culturi pentru
conservarea alimentelor pe termen scurt si mediu, precum si pentru prepararea bauturilor si
alimentelor traditionale. Produse precum sosurile fermentate, carnea, legumele sau pestele
contribuie la diversificarea ofertei culinare locale. Acest tip de fermentatie este cunoscut sub
denumirea de ,fermentatie indigend” sau ,fermentatie clasicd” si presupune utilizarea
microorganismelor naturale, prin metode traditionale (Branyik et al., 2012).

Interesul utilizarii microorganismelor la scard industriala in procesele de fermentatie a fost
mai mare la sfarsitul secolului trecut, cand unele studii au consolidat exploatarea la scard medie
sau mare a microorganismelor ,,conventionali”. La scurt timp dupd aceastd perioada, mai multe
lucrari au sporit interesul comunitatii stiintifice pentru cautarea microorganismelor extremofili
care prezintd capacitati metabolice ,,rare” sau ,,specifice” (chiar si In anoxie) susceptibile de a fi
utilizate in industrii (alimentare, biotehnologie, biomedicina etc.) (Branyik et al., 2008). Recent,
alte domenii ale cunoasterii au evoluat datoritd cunoasterii a fermentatiei microbiene. Astfel, au
aparut doud noi domenii de cercetare:

- productia de biogaz, biocombustibil si derivati ai acestora ( Ardekani si Zulkali, 2011);
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- proiectarea si dezvoltarea proceselor de biosorbtie si bioremediere (care implica
microorganisme sau enzimele izolate ale acestora) pentru epurarea solurilor si a apelor

uzate (Yaashikaa et al., 2024).

Nu numai microorganismele, ci si enzimele lor au contribuit semnificativ la dezvoltarea
proceselor bazate pe fermentatie. Mai multe procese vizeaza producerea fermentativa a enzimelor
microbiene care sunt utilizate in continuare la scard largd, in principal In biotehnologie
(Vittaladevaram, 2017). De exemplu, utilizarea lignocelulozei ca sursa de carbon bogata si
durabila disponibila la nivel mondial pentru a produce bioproduse a fost posibild numai datorita
utilizarii enzimelor celulolitice si hemicelulolitice produse de diferite microorganisme, inclusiv
ciuperci filamentoase, drojdii si bacterii (Siqueira et al., 2023).

Dezvoltarea tehnologiei de fermentatie este inca in curs de desfasurare in toate aspectele.
Aceasta are scopul de a imbunatati randamentul si calitatea produselor, reduciand costurile de
productie si cautand solutii ecologice. Cresterea produselor de fermentatie se poate face prin
optimizarea factorilor care influenteaza procesul din punctul de vedere al microbului insusi, al
mediului si al dotarilor tehnologice.

Digestia anaeroba

Digestia anaerobad (AD) reprezintd un ansamblu de procese biochimice prin care materia
organicd complexa este descompusa de bacterii intr-un mediu lipsit de oxigen, rezultand biogaz si
digestat (Xie, 2016). Pentru a Intelege principiile de baza ale AD si rolul acesteia in producerea
surselor de energie regenerabild, este esential sa cunoastem compozitia chimica a substraturilor,
etapele degradarii din proces si utilizdrile produselor obtinute, respectiv biogazul si digestatul
(Ma et al., 2015). Produsele secundare agroalimentare sunt recunoscute ca o sursa sustenabila de
biomasa pentru digestia anaerobd. Resturile post-recoltare, produsele secundare din industria
alimentara si alimentele alterate pot fi utilizate in procesul de digestie anaerobd pentru a obtine
beneficii ecologice (Deublein si Steinhauser, 2011). Acestea includ reducerea depozitarii la groapa
de gunoi, scdderea emisiilor de gaze cu efect de sera, precum si productia de energie verde
(Kim et al., 2003).

Digestia anaeroba a suprodusele agricole si agro-industriale a fost studiatd in detaliu de
cercetatori din diverse tari. Aceasta tehnologie este utilizatd atat la scara rurald, cat si urbana,
folosind deseuri industriale locale si biomasa reziduala (Demirbas, 2005).

Procesul de producere a metanului din reziduuri agricole include mai multe etape:

1. Hidroliza - descompunerea polimerilor complecsi in monomeri prin enzime (celulaza,

amilaza, proteazd) produse de bacterii anaerobe;
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2. Acidogeneza - transformarea produselor hidrolizei in acizi organici (ex. acetic, butiric),
alcooli, hidrogen si CO2;

3. Acetogeneza - degradarea AGV in acetat, CO; si H> de catre bacteriile acetogene;

4. Metanogeneza - formarea metanului din H2/CO; si acid acetic de catre metanogeni.

Biogazul rezultat contine aproximativ 90% metan si CO2, impreund cu impuritati precum
hidrogen sulfurat, azot si oxigen (Salter si Dale, 2007).

S-a emis ipoteza ca procesul fermentativ urmeaza cai metabolice similare, avand la baza
similitudinea produselor intermediare rezultate in metabolismul glucozei (Van Lier et al., 2001).
In consecinta, fermentatia carbohidratilor de citre microorganisme a fost considerata similari cu
glicoliza de catre mamifere. Acest lucru explica de ce multi autori folosesc termenii ,,glicoliza”
pentru descrierea unei metode de descompunere anaerobd a carbohidratilor de cétre
microorganisme si de ce termenii: ,fermentatie” si ,glicolizd” sunt folositi sinonim
(Van Lier et al., 2001). Acesti doi termeni sunt diferiti, deoarece glicogenul nu este stocat de
bacterii, iar lactatul nu a fost produsul intermediar sau final in timpul descompunerii
carbohidratilor de catre bacterii. Desi carbohidratii sunt de obicei considerati materiale necesare
pentru fermentatie, alti compusi organici precum proteinele, grasimile si acizii organici sunt
substraturi care pot fi fermentate de microorganisme specializate. Aceste materiale servesc ca
hrani si surse de energie pentru microorganisme (Adekunle si Okolie, 2015). In conditii anaerobe,
o parte din energia potentiala este eliberata din cauza oxidarii incomplete, lasdnd o multime de
subproduse organice neoxidate. Pentru a obtine cat mai multa energie in conditii aerobe, mai multe
molecule de glucoza trebuie descompuse in conditii anaerobe. Prin urmare, fermentatia poate fi
privitd ca descompunerea compusilor organici, acolo unde lipseste oxigenul, in produsi
intermediari organici, pe care sistemul enzimatic al celulei nu i-ar putea oxida in continuare, daca
nu este disponibil oxigen (Asam et al.,, 2011). Produsul fermentatiei variazd in functie de
microorganismele care actioneazd asupra substraturilor, In functie de complexul enzimatic al
celulei si de conditiile mediului. Importanta economica a acestor subproduse de distilerie si
produse secundare vitivinicole.

Digestia anaerobd, un proces care genereaza in cele din urma metan si dioxid de carbon,
este comund in ecosistemele anoxice naturale, unde concentratiile de acceptori de electroni, cum
ar fi nitratii, formele oxidate ale metalelor si sulfatul, sunt scdzute. De asemenea, apare in gropile
de gunoi si statiile de tratare a apelor (Gunaseelan, 1997). Digestia anaeroba a biomasei in conditii
mezofile (descompunerea/degradarea microbiana anaeroba a materiei organice), ai carei produse

finali sunt metanul si dioxidul de carbon, contribuie la fluxul energetic si circulatia materiei in
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ecosisteme. Este un proces cheie in ciclul global al carbonului care este promovat de activitatea
multor grupuri diferite de microorganisme (Deublein si Steinhauser, 2008).

Etapele digestiei anaerobe

Digestia anaeroba este un proces complex, care se desfdsoara In patru etape principale:
hidroliza, acidogeneza, acetogeneza si metanogeneza (Das si Mondal, 2016). Fiecare etapa este
catalizata de grupuri distincte de microorganisme. Prin urmare, comunitatea microbiand implicata,
in special microorganismele metanogene, trebuie si fie bine sincronizata si echilibrati. In caz
contrar, anumite etape intermediare pot deveni limitative pentru proces, iar acumularea compusilor
intermediari sau a metabolitilor inhibitori poate afecta eficienta globala a digestiei (Li et al., 2022).

Hidroliza

In prima etapi a digestiei anaerobe are loc hidroliza, astfel biopolimeri complecsi cum ar
fi proteinele, polizaharidele si trigliceridele sunt degradate in monomeri precum aminoacizi,
zaharuri simple (precum glucoza) si glicerol/acizi grasi cu lant lung. Enzimele hidrolitice
extracelulare excretate de microorganismele din AD sunt esentiale pentru degradarea polimerilor
complecsi. Amilazele, celulazele, proteazele, peptidazele, lipazele, fosfolipazele sunt toate
exemple de enzime hidrolitice secretate de diferite microorganisme, numite exofermenti
(Angelidaki, 1992). Anumite componente structurale ale substraturilor, cum ar fi celuloza si
cheratina sunt adesea recalcitrante la hidroliza, facand din hidroliza etapa de limitare a vitezei
procesului de digestie anaeroba (Andrews, 1971).

Acidogeneza

In a doua etapi, acidogeneza (sau fermentatia primard), produsele de la hidroliza sunt
degradate la compusi mai mici prin diferite microorganisme aerobe, care sunt atat facultative, cat
s1 microorganisme anaerobe obligatorii. Aminoacizii pot fi fie degradati separat, fie in perechi de
reactia Stickland (Twizerimana et al., 2021). Cand aminoacizii sunt degradati in perechi de reactia
Stickland, un aminoacid functioneazd ca un donator de electroni si celdlalt ca un acceptor de
electroni. In aceasti etapd sunt produsi dioxidul de carbon, amoniacul si acetatul
(Twizerimana et al., 2021). Zaharurile simple sunt degradate in AGV, dioxid de carbon, hidrogen
si alcooli (Bryers, 1958). Produsele formate depind de microorganisme, acidul propionic este de
exemplu produs de bacteria propionica (Twizerimana et al., 2021).

Acetogeneza

Acetogeneza, cunoscutd si sub denumirea de fermentatie secundard, reprezintd etapa
premergitoare metanogenezei. In aceasti faza, acizii grasi cu lant mai lung de doi atomi de carbon,
precum si alcoolii, sunt convertiti in acetat, dioxid de carbon si hidrogen. Microorganismele

acetogene implicate Tn acest proces sunt denumite si bacterii producdtoare de hidrogen, datorita
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capacitatii lor de a genera acest gaz ca produs secundar al metabolismului. Functionarea eficienta
a acestor bacterii este conditionatd de mentinerea unei presiuni partiale scazute a hidrogenului (sub
107 atm), motiv pentru care activitatea lor este strans corelati cu prezenta bacteriilor consumatoare
de hidrogen, cum ar fi metanogenii hidrogenotrofi (Bryers, 1958).

Intrucat microorganismele metanogene necesiti o presiune partiali mai mare de hidrogen
comparativ cu microorganismele acetogene, acestea trebuie sa traiasca in sintrofie unul cu celalalt
(adica literalmente ,,mancand impreund”). Daca hidrogenul nu este consumat de metanogenii
hidrogentrofici, presiunea partiald a hidrogenului va creste si acetogeneza va fi inhibatd cu
urmatoarea acumulare de propionat si butirat (Andrews, 1971). Conversia propionatului in acetat,
precum si transformarea hidrogenului si a dioxidului de carbon In metan, sunt ambele procese
favorabile din punct de vedere termodinamic doar intr-un interval restrans al presiunii partiale a
hidrogenului (Adekunle si Okolie, 2015).

Metanogeneza

Metanogeneza reprezintd un proces biochimic, prin care substraturi organice complexe
(biomasa vegetald si deseuri, gunoi animal, deseuri organice, ape reziduale, ndmoluri provenite
din sistemul de canalizare etc.) sunt descompuse, In absenta oxigenului, pana la stadiul de biogaz
si digestat, de catre diverse tipuri de bacterii anaerobe (Brummeler, 1985). Metanogeneza este un
proces care are loc 1n diverse medii naturale anaerobe, cum ar fi turbdriile, sedimentele marine si
sistemul digestiv al rumegatoarelor.

Spre deosebire de microorganismele (bacterii) din etapele initiale de fermentatie,
microorganismele care formeazd metan apartin domeniului filogenetic archaea. Arheele
metanogene sunt strict anaerobe si, prin urmare, este important evitarea oxigenul in acest proces
(Adekunle si Okolie, 2015). Bacteriile care formeaza metan pot fi impartite in trei grupuri diferite
legate de substratul lor:

e metanogeni hidrogenotrofi (utilizeaza Hz + CO»);
e metanogeni acetoclastici (degradeaza acetat);

e metanogeni metilotrofici (folosesc metanol, metilamine etc.).
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Figura 1.8 Prezentarea schematica a procesului de fermentatie anaeroba (Andrews, 1971)

Anterior, se credea ca Intr-un proces normal aproximativ 70% din metan este produs din
acetat s1 27-30% este derivat din dioxid de carbon si hidrogen, in timp ce 0-3% au provenit din
grupari metil (Andrews, 1971). Cu toate acestea, descoperirile mai recente indica cd procesele
hidrogenotrofice sunt la fel de importante.

Metanogeneza este un proces microbiologic de descompunere a substantelor organice, in
lipsa oxigenului. Principalele produse rezultate in urma acestui proces sunt biogazul si digestatul

(Brummeler, 1985). Biogazul este un gaz combustibil constand in principal din metan si dioxid de
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carbon utilizat de regula, pentru producerea curentului electric si a caldurii. Supus unui proces de
imbunatatire, biogazul poate fi introdus si in reteaua de gaze naturale sau folosit drept combustibil
pentru autovehicule sau pentru producerea altor forme de energie. Dupa producerea biogazului,
substratul descompus (digestatul) este reciclat prin introducere in sol, fiind folosit ca Ingrasamant
pentru plante. In timpul procesului de metanogeneza este generati o cantitate foarte mica de
caldura, comparativ cu cazul descompunerii aerobe (in prezenta oxigenului), asa cum este
compostarea. Energia continutd in legaturile chimice ale substratului rdmane, in principal,
inmagazinata in biogazul produs, sub forma de metan.

Eficienta procesului de metanogeneza depinde de cativa parametri critici. De aceea, este
cruciald asigurarea celor mai potrivite conditii de dezvoltare pentru microorganismele anaerobe.
Cresterea si activitatea acestora sunt influentate semnificativ de:

e lipsa totala a oxigenului,

e temperatura,

e valoarea pH,

e continutul de nutrienti,

e intensitatea amestecarii,

e precum si de prezenta si cantitatea inhibitorilor (Das, 2016).

Factorii tehnologici care influenteaza fermentatia anaeroba sunt:

e Compozitia materiei organice — o importanfd deosebita o are in aprecierea
compozitiei valoarea raportului C/N. Raportul optim este de 15-30. Cresterea acestui raport se face
prin adaosuri de surse de carbon (paie sau reziduuri alimentare bogate in hidrati de carbon);

e Omogenizarea contribuie la cresterea vitezei de producere a biogazului datorita:

v realizérii contactului dintre microorganismele active si materialul in curs de
descompunere;
uniformizarii temperaturii;
previne formarea crustei;

ajuta la degajarea mai rapida a biogazului format;

<N S X

confera materialului fermentat o consistentd convenabild pentru operatiunea
de evacuare;
o Incilzirea: este necesard pentru asigurarea unei temperaturi optime si constante in
instalatia de fermentatie (Hu et al., 2018).
In concluzie, dezvoltarea tehnologiilor de fermentatie anaeroba a deseurilor lichide si

solide din productia agricola este una dintre directiile de perspectiva in productia de biogaz din
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materii prime vegetale si deseuri organice formate in agricultura. Produsele secundare obtinute din
industria vinului, berii si alcoolului pot servi drept materiale energetice pentru producerea
biogazului (Ambreen et al., 2018).

Totodata s-a observat o imbunatatire a proceselor fermentative, in cazul tratamentul
enzimatic, care a dus la o crestere a productiei de metan. Au fost studiate strategii de dozare a
enzimelor in vederea intensificarii digestiei anaerobe a diverselor materiale complexe bogate in
substante organice (Ariunbaatar et al., 2014). Aceasta revizuire evidentiaza totodata principalele
provocari si oportunitdti asociate optimizarii hidrolizei enzimatice a materiei organice complexe
in vederea producerii biogazului. Utilizarea enzimelor pentru pretratarea biomasei complexe este
sustinutd de argumente convingatoare. Totusi, costul ridicat al enzimelor comerciale ramane un
factor limitativ pentru aplicarea pe scara larga a hidrolizei enzimatice in instalatiile de producere
a biogazului. In acest sens, ingineria genetica exploreaza activ solutii pentru dezvoltarea unor
metode de producere a enzimelor cu costuri reduse (Ariunbaatar et al., 2014). Rationamentele
expuse privind mecanismele de manifestare a activitatii de stimulare a procesului de digestie
metanogena au caracter ipotetic, stabilirea concretd a acestora raméane o sarcind de viitor
(Ariunbaatar, et al., 2014).

Digestia anaeroba a biomasei in conditii mezofile (descompunerea/degradarea microbiana
anaeroba a materiei organice), ai carei produse finale sunt metanul si dioxidul de carbon, contribuie
la fluxul energetic si circulatia materiei in ecosisteme. Este un proces cheie in ciclul global al
carbonului, care este promovat de activitatea multor grupuri diferite de microorganisme
(Asam et al., 2011). Aceasta este comunad in depozitele de gunoi si in statiile de tratare anaeroba a
apelor uzate. Procesul de descompunere anaeroba a biomasei, cum ar fi culturile energetice sau
deseurile agricole organice, este utilizat in mod obisnuit pentru a produce biogaz ca sursa
alternativa de energie (Deublein si Steinhauser, 2008). In prezent existd un mare interes pentru
dezvoltarea de noi tehnologii pentru modernizarea depozitelor de gunoi si a statiilor de epurare a
apelor uzate pentru controlul eliberarii de biogaz si colectarea metanului, pentru a fi utilizat ca
combustibil (Deublein si Steinhauser, 2008).

Mai mult, in scopul tehnologiilor inovatoare bazate pe procese microbiene, este de dorit sa
se construiasca instalatii moderne de biogaz in care etapele de producere a hidrogenului (hidroliza
st acidogeneza) si de producere a metanului (acetogeneza si metanogenezd) ale digestiei anaerobe
sunt separate respectiv, favorizeaza producerea de hidrogen si metan in conditii controlate.
Optimizarea producerii de metan sau hidrogen din materie organica necesitd o buna intelegere a

digestiei anaerobe la nivel molecular, si anume structura si diversitatea comunitatilor microbiene
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si a cdilor metabolice, ducand la transformarea substratului organic in produsii gazosi doriti

(Ariunbaatar et al., 2014).

1.4 Concluzii la capitolul 1

1. Analiza bibliograficd a evidentiat importanta biomasei reziduale, provenite din
procese agroindustriale ca resursd valoroasd pentru dezvoltarea solutiilor sustenabile de
valorificare, in concordantd cu principiile bioeconomiei circulare si cu tendintele actuale privind
conversia biochimica a subproduselor de distilerie si a produselor secundare vitivinicole.

2. Fermentatia biomasei este o metoda eficientd de valorificare a subproduselor de
distilerie si a produselor secundare vitivinicole, aplicatd pe scara industriala in tari precum SUA,
Brazilia, Germania si China, contribuind atat la producerea de biocombustibili, cat si la reducerea
impactului asupra mediului.

3. Compozitia chimicd a biomasei influenteaza semnificativ eficienta procesului de
fermentatie, in special continutul in celuloza, hemiceluloza si lignina, care determind gradul de
accesibilitate enzimatica al substratului.

4. Adadugarea substantelor biologic active (SBA) are potentialul de a stimula
activitatea microbiand, fie prin actiuni antioxidante, antimicrobiene selective sau efecte sinergice
asupra metabolismului celular.

5. Substantele biologic active, in special compusii fenolici precum catehina, sunt
documentate ca avand efecte pozitive asupra proceselor fermentativ, prin capacitatea de reducere
a stresului oxidativ si de reglare a echilibrului redox.

6. Eficienta proceselor fermentative este influentata de factori fizico-chimici precum
pH, temperatura sau disponibilitatea oxigenului, precum si de prezenta unor compusi cu rol
inhibitor sau stimulator, ceea ce necesita o reglare atenta a conditiilor de proces.

7. Valorificarea integratd a biomasei prin procese de fermentatie contribuie la
dezvoltarea economiei circulare si bioeconomiei, oferind o alternativa sustenabild pentru
gestionarea deseurilor si productia de energie regenerabila.

8. Existd o necesitate crescutd de a corela studiile cinetice cu analize moleculare si
microbiologice, pentru o intelegere mai profundd a mecanismelor prin care SBA influenteaza
procesele fermentative.

0. Capitolul ofera o fundamentare teoretica solida pentru investigarea efectelor
substantelor biologic active asupra fermentatiei biomasei, crednd premisa unor studii

experimentale detaliate prezentate in capitolele urmatoare.
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2. MATERIALE SI METODE

Cercetarile din cadrul tezei de doctorat ,,Studiul proceselor de oxido — reducere in

fermentarea anaerobd a biomasei in prezenta antioxidantilor” au fost realizate In cadrul

Institutului de Chimie, Centrului de Cercetari Oenologice a Departamentului Oenologie si Chimie,

Facultatea Tehnologia Alimentelor (Universitatea Tehnica a Moldovei).

prezentate 1n tabelul 2.1.

2.1 Materiale de cercetare si caracterizarea substantelor utilizate

Materialele primare si auxiliare utilizate pentru cercetare in cadrul tezei de doctorat sunt

Tabelul 2.1 Materiile utilizate in cercetare

Nr. Materii prime Provenienta
ord.

L. Pulbere si extracte vegetale de Substantele biologic active utilizate in studiul
escind, tomatina, sclareol, experimental au fost obtinute 1n cercetdarile si studiile
vanilina, catehina, betulina, efectuate in cadrul Institutului de Chimie.
mentol, acid dihidroxifumaric,

(numite in continuare SBA).
2. Borhot de cereale Borhotul a fost furnizat de intreprinderea ,,Garma
Grup”, S.R.L., satul. Firladeni, r-nul Hancesti,
Republica Moldova

3. Tescovina rosie din soiurile Tescovina de struguri utilizatd a provenit din sectia
Merlot-Cabernet Sauvignon si de microvinificatie, UTM, a. r. 2023.
Cabernet Sauvignon.

4. Tulpini de referinta de drojdii din Levuri seci active ANCHOR®BIO Active Yeast,
specia Saccharomyces cerevisiae procurate de la reprezentanti comerciali insotite cu

certificat de conformitate.

5. Must de struguri proaspat din Mustul proaspadt a fost obtinut tehnologic in Sectia de
soiul Chardonnay Microvinificare a departamentului Oenologie si

Chimie. Rolul mustului a fost cel de mediu de
fermentatie alcoolica in cadrul studiului
experimental.

6. Inocul microbian pentru Reziduu post-fermentativ provenit dintr-o instalatie
fermentatia anaeroba (namol locala de biogaz, contindnd un consortiu microbian
activ) anaerob mezofil adaptat proceselor de digestie

anaeroba.
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Inoculul, utilizat In experimente, este o suspensie biologicd provenitd dintr-un sistem functional de digestie anaeroba, continand o
comunitate microbiand mezofild complexa, capabild sd converteascd substratul organic in biogaz. Din punct de vedere functional, aceastd
comunitate include:

- microorganisme hidrolitice, implicate in descompunerea compusilor organici macromoleculari (proteine, polizaharide, lipide);

- microorganisme acidogene (fermentative), care transforma produsele hidrolizei in AGV, alcool, hidrogen si dioxid de carbon;

- microorganisme acetogene, care convertesc intermediarii volatili (ex. propionat, butirat) in acid acetic, Hz si CO;

- microorganisme metanogene, care finalizeaza procesul prin transformarea acidului acetic, hidrogenului si dioxidului de carbon in metan si
apa.

Aceasta structura microbiana asigura desfasurarea secventiald a etapelor procesului de fermentatie anaeroba, fiind esentiald pentru eficienta
procesului de conversie biochimica a borhotului si a altor tipuri de biomasa utilizate in lucrare.

Substantele biologic active utilizate preponderent in procesele aerobe si anaerobe ale biomasei prezintd urmadtoarele caracteristici
(tabelul 2.2).

Tabelul 2.2 Formule chimice si proprietatile principale ale SBA studiate

Nr.d/o Denumirea Formula chimica Proprietati biologice si farmacologice Referinte
SBA
1. Acid C4H40O¢ Masa moleculara medie — 147, 07 ( Smolka et al.,
dihidroxifumaric Poseda proprietati antioxidante si biologic active. 2005; Vicol et al.,
(DHFA) - = DHF inhiba formarea compusilor N-nitrozici fara a 2024; Bolocan si
"".-:-j'_': influenta continutul substratului proteic nehidrolizat sau Duca, 2023)
i concentratia aminoacizilor formati , in timpul proteolizei
albuminei si cazeinei de catre enzimele proteolitice.
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Continuarea tabelului 2.2

Sclareol C40H3602 Alcool diterpenic, un reprezentant al terpenoidelor, (Chalvin et al., 2021;
denumirea completa: 14-labden-8,13-diol, Karata si Ertekin,
Sclareolul prezinta un potential terapeutic ridicat, avand 2010)
efecte antitumorale, antiinflamatorii si antioxidante.
H
Betulina C30Hs002 Din punct de vedere chimic, betulina este un triterpenoid (Tuli et al., 2021)
/ cu structura lupanicd. Are o structurd ciclica pentaciclica
HJ —\ si grupari hidroxil in pozitiile C; si Cas. Are rol de
AN J< y metabolit, agent antiviral, analgezic, agent antiinflamator
H . . .
/[~ 1L N si agent antineoplazic
H
-
Mentol CioHao Mentolul este un compus organic de sinteza sau care poate | (Croteau et al., 2005;
fi obtinut din unele surse vegetale, precum menta sau Zhao et al., 2022)
CHs izma buna. Este o substanta ceroasa, cristalina, alba sau
incolord, care este solida in conditii normale de
temperaturd. Mentolul poseda efecte antiinflamatorii,
g OH antibacteriene, antivirale, antitumorale, neuroprotectoare,
CH3/\CH3 si antioxidante.
Catechina C15sH1406 Catechina este un flavanol monomeric cu un nucleu (Liu et al., 2016;
flavanic format din trei cicluri (A, B si C), avand grupari Ifiiguez-Franco et
hidroxil care contribuie la activitatea sa antioxidanta, al.,2012)

poseda proprietati antioxidante, antimicrobiale, antivirale
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Continuarea tabelului 2.2

Vanilina

CsHsOs
OH

O“CHG‘

H

Vanilina este un compus organic, face parte din clasa
benzaldehidelor, avand grupari metoxi (-OCHs) si hidroxil
(-OH). Poseda proprietati antiinflamatoare, antioxidante.

(Nam et al., 2015)

Escina

Escina este o glicozida triterpena (saponind) din fructele
(semintele) castanului salbatic. Are activitate capilar-
protectoare pronuntata, proprietati antiinflamatoare,
anticangerigene si antibacteriana.

(Firdos et al., 2018)

Tomatina

Tomatina (uneori numitd tomatind sau licopersicin) este
un glicoalcaloid, care se gaseste in tulpinile si frunzele
plantelor de tomate si in fructe in concentratii mult mai
mici. Are rol de adjuvant immunologic, fitotoxina si agent
antifungic. .

(George et al., 2004)
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Cercetarile experimentale realizate au inclus utilizarea unei serii vaste de reactivi chimici

si materiale de laborator, prezentate in tabelul 2.3.

Tabelul 2.3 Substante, reactivi chimici si materiale de laborator

Nr. Materiale Standarde
crt.

1. | Etanol, 96% vol GOST 18300-72

2. | Tiosulfat de sodiu cristalin GOST 27068-86

3. | Apa distilata GOST 6709-72

4. | KOH GOST - 24363 — 80

5. | NaOH GOST - 4328 -77

6. | HCI ISO 6353-2:1983 10% Sigma, Germania
7. | Cloroform ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania

8. | NaCl GOST - 13830 — 84

9. | Acid galic Grad de puritate min 99% HPLC, Sigma, SUA
10. | Acid clorogenic Grad de puritate min 99% HPLC, Sigma, SUA
11. | Metanol ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania
12. | Folin-Ciocalteu ISO 6353-2:1983, 98% Merck, Germania
13. | DPPH ISO 6353-2:1983, 99% Sigma, Germania
14. | Aceto-nitril ISO 6353-2:1983 98% Merck, Germania
15. | Hexan ISO 6353-2:1983 99,5% Sigma, Germania
16. | Izo-octan ISO 6353-2:1983 99,5% Sigma, Germania
17. | Materiale de referinta pentru ISO 6353-2:1983, Sigma, Germania

detectarea polifenolilor
18. | Apa distilata extrapura Direct-Q UV de la Millipore (SUA)

Caracteristica borhotului de cereale post-alcool, utilizat ca mediu fermentativ in studiul

experimental, reprezintd un lichid de culoare galbuie caracterizat cu urmatorii indicatori, chimici

si microbiologici, cantitativi (tabelul 2.4).
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Tabelul 2.4 Indicatorii chimici si microbiologici, cantitativi ai borhotului (Bhadra et al., 2007)

=, g = £ % i § = = = £

2 -y g é L 5 é dg @] g Z £ 5 § * 2

Borhot post- 5,4 91,25- | 8,41-8,75 | 4,25 49,5 | 28250 | 17800 7,39
alcoolic 91,59

Conform datelor prezentate in tabelul 2.4, borhotul rezultat in urma procesului de distilare
se caracterizeaza printr-un pH usor acid de 5,4, care este favorabil initierii proceselor de
fermentatie anaeroba. Reziduul sec (8,41-8,75%) contine aproximativ 49,5% carbon, ceea ce
reflecta un continut ridicat de materie organicd fermentabila. Valorile inalte ale CCO si NBO
confirma potentialul energetic = semnificativ, 1iar prezenta bacteriilor heterotrofe
(7,39 x 10° UFC/mL) sugereazi o activitate microbiologici intensd, relevantd pentru procesele

biochimice de degradare.

2.2 Metode de analiza

Cercetdrile experimentale realizate au inclus metode specifice de analiza: analitice, fizico
- chimice, microbiologice, in vitro ( simularea conditiilor de digestie gastro — intestinald) si o serie
de reactivi chimici si materiale de laborator, prezentate in tabelul 2.3. In continuare sunt detaliate
metodele utilizate pentru determinarea continutului de zahar, pH, aciditatii titrabile si continutului
in azot aminic, continutul de substante solide totale (CTS), CCO, etc. in studiul experimental.

2.2.1 Determinarea continutul de zaharozd

Determinarea continutului de zaharoza a fost realizatd utilizand tehnica refractometrica,
bazata pe masurarea indicelui de refractie al solutiilor. Aceastd metoda este recunoscuta pentru
rapiditatea si simplitatea aplicdrii, fiind adecvata in special pentru analiza probelor lichide din
industria alimentard si fermentativa.

Validarea metodei este consacratd in standardul international ISO 2173:2003 — Fructe si
legume — Determinarea continutului de solide solubile — Metoda refractometrica, care stabileste
cerintele privind acuratetea, conditiile de calibrare si domeniul de aplicabilitate al metodei.
Rezultatele experimentale au indicat un continut rezidual redus de zahar in borhotul de cereale
analizat, fapt caracteristic produselor secundare post-fermentative. Metoda refractometrica s-a
dovedit a fi adecvata si pentru estimarea continutului de substantd uscata solubila, oferind un

indicator rapid al stadiului de fermentatie si al gradului de valorificare a substratului
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(Magwaza si Opara, 2015). Metoda se bazeaza pe dependenta proportionala dintre coeficientul de
refractie si concentratia substantelor solide dizolvate intr-un lichid.

2.2.2 Determinarea continutului de azot aminic

Determinarea continutului de azot aminic a fost realizatd prin metoda spectrofotometrica
cu ortoftalaldehida (OPA), bazatd pe reactia specifica dintre ortoftalaldehida si gruparile amino
primare libere din compusii organici prezenti in probele analizate (suc de struguri si borhot de
cereale). Reactia are loc in mediu tamponat alcalin, in prezenta unui reactiv tiolic (precum
2-mercaptoetanol sau N-acetilcisteind), cu formarea unui derivat cromofor stabil, a carui absorbtie
este proportionald cu concentratia de azot aminic si este masurata la lungimea de unda de 340 nm.

Aceasta metoda este validatd in literatura stiintificd internationald (Church et al., 1983) si
este consacratd in cadrul standardului ASBC Wort-12 — Free Amino Nitrogen by
Spectrophotometer, elaborat de American Society of Brewing Chemists. Pana in prezent, nu exista
un standard GOST specific pentru aceastd metoda, insa utilizarea ei este larg acceptatd datorita

Probele au fost centrifugate si filtrate pentru indepartarea componentelor solide, apoi s-au
amestecat in proportii egale cu reactivul OPA. Dupa o perioada de reactie de 2—5 minute la
temperatura camerei, ferit de lumina, absorbtia a fost masurata spectrofotometric. Cuantificarea s-
a efectuat utilizand o curba de calibrare cu glutamina, in intervalul 0—100 mg N/L, iar rezultatele
au fost exprimate in mg N/L.

2.2.3 Determinarea pH
Determinarea valorii pH a fost realizata prin metoda potentiometrica, utilizand un pH-metru digital

calibrat anterior cu solutii tampon standard de pH cunoscut. Procedura a implicat introducerea electrodului in
proba omogenizatd, la temperatura camerei, pand la stabilizarea completa a valorii afisate. Masurarea pH-ului
oferd informatii fundamentale privind aciditatea generala a mediului, un parametru esential care influenteaza
atdt activitatea microbiologicd, cit si cinetica proceselor biochimice specifice fermentatiei
(Zakharova et al., 2011). Determinarea pH este validata prin standardul international ISO 10523:2022 — Water
quality — Determination of pH, aplicabil pentru solutii apoase, inclusiv cele rezultate din procese
fermentative sau biochimice.

Diferentele de pH observate intre diverse tipuri de substraturi fermentabile reflectd nivelul de aciditate
inerent al fiecirei probe analizate. In cazul borhotului de cereale, valoarea pH indici o aciditate moderat,
specifica subproduselor post-distilare, caracterizate printr-un continut rezidual redus de zaharuri
fermentescibile, dar cu potential microbiologic valoros. In schimb, proba reprezentata de sucul de struguri
este caracterizatd de un pH mai scazut, ceea ce contribuie la mentinerea unui mediu favorabil activitatii

drojdiilor fermentative, datorita echilibrului natural dintre acizii organici si zaharurile prezente.
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2.2.4 Determinarea proprietdtilor antioxidante a SBA
Determinarea proprietatilor antioxidante a substantelor biologic active utilizate a fost

realizatd prin metoda DPPH. Metoda de captare a radicalilor liberi a, a-difenil-B-picrilhidrazil
(DPPH) ofera prima abordare pentru evaluarea potentialului antioxidant al unui compus, al unui
extract sau al altor surse biologice. Protocolul experimental a fost realizat conform recomandarilor
descrise de autorii (Brand-Williams et al., 1995). Aceasta este cea mai simpld metoda, in care
compusul sau extractul potential este amestecat cu solutie de DPPH si absorbanta este inregistrata
dupa o perioada definita.

Radicalii liberi sunt produsi Tn mod inevitabil in sistemele biologice si, de asemenea,
intdlniti exogen si sunt cunoscuti ca provoacd diverse tulburari degenerative, cum ar fi
mutageneza, carcinogeneza, tulburarile cardiovasculare si imbatranirea
(Singh si Wangemann, 2008). Antioxidantii sunt compusii care combat radicalii liberi intervenind
la oricare dintre cele trei etape majore ale procesului oxidativ mediat de radicalii liberi, adica
initierea, propagarea si terminarea (Cui et al., 2004). Acesti antioxidanti sunt, de asemenea, produsi
de sistemul biologic si apar in mod natural in multe alimente, iar echilibrul dintre oxidanti si
antioxidanti decide sanatatea si vigoarea (Halliwell, 1996).

Astfel, 3 mL de solutie de extract brut in metanol la diferite concentratii au fost amestecati
cu 1 mL DPPH la o concentratie de 0,1 mM in metanol. Amestecul a fost lasat in repaus de
15 min, iar absorbanta a fost masuratd la 517 nm. Activitatea de captare a radicalilor DPPH a fost

calculata conform urmatoarei formule:

Y
% inhibitie :ﬁ
o=

(2.1)
unde: Ao a fost absorbanta pentru proba de referinta (doar solutie DPPH),
A1 a fost absorbanta pentru proba testata.

Determinarea activitatii antioxidante prin inhibarea peroxidului de hidrogen (H202) s-a
realizat utilizand o metoda spectrofotometricd, ce se bazeazd pe capacitatea compusilor
antioxidanti de a reduce moleculele de H>O:, reducand astfel absorbtia acestuia in regiunea
ultravioleta. Solutiile testate au fost amestecate cu solutie tampon fosfat (pH 7,4) si peroxid de
hidrogen 40 mM, iar absorbtia amestecului de reactie a fost masurata la 230 nm, dupa o perioada

de incubare de 10 minute la temperatura camerei.

Gradul de inhibare a H>O> a fost calculat conform relatiei:

. _Ay—A
% inhibitie ===

X 100 (2.2)

0

unde : Ay - reprezinta absorbtia martorului (H>O; fara antioxidant),

A\ - este absorbtia solutiei ce contine proba antioxidanta.
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In absenta unui standard ISO dedicat, metodologia aplicata urmeaza protocolul propus de
autorii (Ruch et al., 1989), considerat de referintd In determinarea activitatii antioxidante Tn medii
biologic relevante.

2.2.5 Determinarea continutul de substante solide totale (CTS)

Continutul de substante solide totale a fost determinat gravimetric, conform metodei
standard, prin uscare la cuptor (Lapuerta et al., 2021). Probele reprezentative de tescovind au fost
cantdrite Intr-un vas preuscat si pre-cantdrit, apoi au fost introduse intr-un cuptor de uscare la o
temperaturi constantd de 105 °C. Uscarea a fost mentinutd pani la atingerea unei mase constante,
considerandu-se astfel ca fiind eliminatd complet fractia de apd liberd. Valoarea CTS a fost
exprimatd in procente raportate la masa umeda a probei.

Continutul de solide totale a fost calculat conform relatiei (Lapuerta et al., 2021):

CTS (%) = Tuscat”Mvas o 1) (2.3)

Mumed ~Mvas

unde My .4~ Masa vasului cu proba uscata ( g);
m,,s- masa vasului cu proba umeda (g);

Mymeq- Masa vasului gol (g).

Aceastd metoda permite o estimare precisd a continutului de materie uscata prin eliminarea
completa a apei libere si este utilizatd pe scard largd in analiza biomaselor si a reziduurilor
fermentabile. Procedura aplicatd este conforma cu prevederile standardului EN 12880:2000 —
Characterization of sludges. Determination of dry residue.

2.2.6 Determinarea cererii chimice de oxigen (CCO) si a necesarului biologic de oxigen (NBO)

Cerinta chimica de oxigen (CCO) a fost determinatd cu ajutorul testelor comerciale Merck
COD Spectroquant®, conform metodei fotometrice standard ISO 15705:2002 (Cazaudehore et al.,
2019). Metoda presupune oxidarea completd a materiei organice din proba, intr-un mediu acid, cu
dicromat de potasiu ca agent oxidant, in prezenta acidului sulfuric si a sulfatului de argint
(catalizator). Reactia are loc in tuburi sigilate, incdlzite la 150 °C timp de 2 ore intr-un digestor
termostatat. Dupd racire, oxidarea este cuantificata fotometric in intervalul 15-300 mg O»/L
(Fogelman et al., 20006).

Pentru raportarea la masa probei, valoarea CCO a fost recalculatd conform relatiei:

cco (9—02) =Y %103 (2.4)

kgprob m
unde: C - concentratia CCO determinata fotometric (mg O2/L);
V - volumul de reactiv utilizat (L);

m - masa de proba introdusa in test (kg).

59



Necesarul biologic de oxigen (NBO) masoara cantitatea de oxigen consumatd de
microorganismele aerobe pentru degradarea substantelor organice. Determinarea NBO poate fi
realizatd conform standardului ISO 5815-1:2019, prin incubarea probei timp de 5 zile la 20 °C, in
prezenta inoculului microbian, si masurarea concentratiei de oxigen dizolvat inainte si dupa
incubatie. Acest parametru este important pentru evaluarea biodegradabilitatii substratului.

2.2.7 Determinarea continutul de polizaharide structurale si lignind (metoda Van Soest)

Compozitia fibrelor structurale din tescovina de struguri a fost determinata prin metoda
Van Soest, conform procedurilor descrise de autorii (Mertens, 2002; Van Soest et al., 1991).
Aceastd metodd permite separarea fractiilor majore ale biomasei lignocelulozice: hemiceluloza,
celuloza si lignina.

Probele au fost tratate initial cu o solutie de detergent neutru, care contine: Na;HPOs. acid
etilen- diamino- tetraacetic, lauril sulfat de sodiu, sulfit de sodiu si a-amilaza. Amestecul a fost
incubat timp de 1 ora la 100 °C. Solutia a extras compusii solubili, iar reziduul insolubil obtinut a
fost colectat prin filtrare, contindnd hemiceluloza, celulozd si lignind. Pentru separarea
hemicelulozei, reziduul a fost tratat cu o solutie de detergent acid compusd din bromura de
cetiltrimetilamoniu (20 g/L) si H2SO4 (98 g/L), timp de 1 ord la 100 °C. Fractia solubila a fost
consideratd hemiceluloza, iar reziduul continind celuloza si lignina a fost retinut.

Separarea celulozei s-a realizat prin tratarea reziduului cu HoSO4 concentrata (42%) timp
de 3 ore la temperatura camerei (20 = 1 °C). Lignina a fost determinata ca fractia insolubila
rezultata in urma acestei etape. Toate determinarile au fost efectuate in triplicat, iar rezultatele au
fost exprimate in g/kg proba umeda.

Rezultatele obtinute pentru fiecare fractie (hemicelulozad, celuloza, lignind) au fost
calculate gravimetric si exprimate in g/kg probd, pe baza diferentei de masa intre reziduurile
obtinute la fiecare etapa (Mertens, 2002):

Continut hemiceluloza (g/kg):

Hemiceluloza = (W) x 100 (2.5)
prob

Continut celuloza (g/kg):
Celulozi = (W) x 100 (2.6)
Continut lignina (g/kg)

Hemicelulozi = (249%™ % 100 (2.7)
Mprob
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unde: mypp- masa reziduului dupa tratamentul cu detergent neutru (g);
mypr- masa reziduului dupa tratamentul cu detergent acid (g);

Myignin- Masa reziduului final dupa tratamentul cu H2SO4 (g);

Myrop- Masa probei analizate (g).

2.2.8 Determinarea continutul total de polifenoli (metoda Folin—Ciocalteu)
Polifenolii totali au fost extrasi din tescovina de struguri prin metoda solid-lichid, utilizand

o solutie hidroalcoolica (etanol 60% v/v), In raport de 1:10 (g/mL). Extractia s-a realizat la 50 °C,
timp de 3 ore, cu agitare continud. Dupa extractie, probele au fost centrifugate si supernatantul a
fost utilizat pentru analiza colorimetrica.

Determinarea continutului total de polifenoli s-a realizat prin metoda Folin—Ciocalteu
(Lamuela- Raventos, 2018). Astfel, 1 mL din extractul fenolic a fost amestecat cu 5 mL reactiv
Folin—Ciocalteu si 4 mL solutie de carbonat de sodiu 7,5% (m/v). Amestecul a fost incubat la
intuneric timp de 30 de minute la temperatura camerei, apoi absorbtia a fost cititd la 765 nm cu
ajutorul unui spectrofotometru UV-VIS-T 70. Curba de calibrare a fost realizata cu solutii standard
de acid galic in intervalul 10-100 mg/L, iar continutul total de polifenoli a fost exprimat in mg
echivalenti acid galic/kg CTS. Toate analizele au fost realizate in triplicat.

Concentratia de polifenoli a fost extrapolatd din absorbtia masurata (A7es) $i apoi exprimata

in functie de masa de proba introdusa, astfel (Lamuela- Raventos, 2018):

CTP = Cpypp X % ( mg GAE/ kg CTS) (2.8)

unde : CTP- continutul total de polifenoli (mg GAE/kg CTS);
Ceag- concentratia echivalenta de acid galic determinata din curba de calibrare (mg/mL);
Vextrace- volumul extractului utilizat (mL);

Myrop- Masa probei uscate (g).

2.2.9 Cuantificarea polifenolilor individuali prin metoda HPLC-DAD-MS-ESI
Cuantificarea compusilor polifenolici individuali din tescovina de struguri a fost realizata

utilizdnd cromatografie lichidd de 1naltd performanta cu detectie dioda-array si spectrometrie de
masa cu ionizare prin electrospray (HPLC-DAD-MS-ESI) (Pop et al., 2015). Aceastd metoda
permite separarea si identificarea compusilor pe baza semndturii lor spectrale si a masei
moleculare. Metoda este validata in conformitate cu cerintele de performanta analitica stabilite de
Comisia Europeand (SANTE/11312/2021), fiind recunoscuta pentru aplicabilitate in

caracterizarea extractelor vegetale complexe.
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Conditii cromatografice

Analizele au fost efectuate cu un sistem HPLC HP-1200 (Agilent Technologies, SUA),
echipat cu pompa cvaternara, autosampler, detector DAD si detector de masa MS-6110 cu un
singur cvadrupol, utilizand ionizare electrospray in mod pozitiv. Fragmentorul a fost setat intre 50
si 100 V, 1n functie de compusul tintd. Separarea a fost realizatd pe o coloana Kinetex XB-C18
(5 um; 4,6 x 150 mm 1i.d., Phenomenex, SUA), mentinuta la o temperatura de 25 + 0,5°C. Faza
mobild a constat In:

e apa acidifiata cu acid acetic 0,1%;
e (B) acetonitril acidifiat cu acid acetic 0,1%.
A fost aplicat urmatorul gradient liniar in trepte:
e pornire cu 5% faza B timp de 2 minute;
e crestere de la 5% la 90% faza B in 20 de minute;
e mentinere la 90% faza B timp de 4 minute;
e revenire la 5% faza B in 6 minute.

Timpul total de analiza a fost de 30 de minute, cu un debit de 0,5 mL/min si o temperatura
a cuptorului de 25 + 0,5°C, iar volumul de injectie a fost de 10 pL.

Detectie spectrometrica de masa

Detectia ionilor a fost realizatd in modul Scan pozitiv, in intervalul m/z 120-1500.
Parametrii operationali au fost:

e temperatura a gazului: 350°C,

e debit de azot: 7 L/min,

e presiunea nebulizatorului: 35 psi,
e tensiune pe capilar: 3000 V,

e voltaj fragmentor: 100 V.

Spectrele de masd si absorbtia UV-VIS au fost colectate simultan la lungimile de unda
caracteristice compusilor polifenolici (A = 280, 350 si 520 nm). Achizitia si prelucrarea datelor s-
au realizat utilizand software-ul Agilent ChemStation.

Cuantificarea polifenolilor individuali

Pentru cuantificarea polifenolilor individuali, s-au construit curbe de calibrare in 5 puncte
pentru fiecare standard, in functie de intervalul de linearitate, dupd cum urmeaza:

Analizele au fost efectuate pe un sistem HPLC HP-1200 (Agilent Technologies), echipat
cu detector DAD si detector de masa MS-6110, utilizind coloana Kinetex XB-CI18

(5 um; 4,6 x 150 mm), faze mobile acidifiate cu acid acetic 0,1% (apa — A; acetonitril — B) si un

62



gradient liniar in trepte (5-90% B in 20 min, timp total 30 min). Temperatura a fost mentinuta la
25+0,5°C, debitul de 0,5 mL/min, iar volumul de injectie — 10 pL. Detectia in modul Scan pozitiv
(m/z 120-1500) s-a realizat la A = 280, 350 si 520 nm, cu parametri operationali: T gaz = 350°C,
debit azot = 7 L/min, nebulizator = 35 psi, tensiune capilar = 3000 V, voltaj fragmentor = 100 V.
Procesarea datelor a fost realizata cu software-ul ChemStation.

Pentru determinarile cantitative, s-au utilizat curbe de calibrare in 5 puncte: acid galic
(R>=0,9978; 10-100 pg/mL) pentru acizii hidroxibenzoici (figura 2.1 a) si cianidina (R*=0,9951;
10-100 pg/mL) pentru antociani (figura 2.1 b).

Continutul de acizi hidroxibenzoici a fost determinat utilizand o curba de calibrare in cinci
puncte pentru acidul galic (R*=0,9978) in intervalul de linearitate 10-100 pg/mL (figura 2.1 a).

Continutul de antociani a fost determinat utilizdnd o curba de calibrare 1n cinci puncte
pentru cianidina (R?>= 0,9951), in intervalul de linearitate 10-100 pg/mL, (figura 2.1 b).

Cuantificarea compusilor polifenolici individuali din tescovina de struguri a fost realizata
prin cromatografie lichida de 1nalta performanta cu detectie dioda-array si spectrometrie de masa
cu ionizare electrospray (HPLC-DAD-MS-ESI), conform metodei validate (Pop et al., 2015), in
conformitate cu cerintele SANTE/11312/2021. Metoda permite identificarea compusilor pe baza

masei moleculare si a semnaturii spectrale.

4000 6000
= 33.624x + 30.68 = 55.789x - 143.21
3500 Y y
R2 = 0.9978 / 5000 RE=0995T //
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/ 2000
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Figura 2.1 Curba de calibrare pentru: a) — acid galic si b) — cianidina

Concentration (ug/ml)

Continutul de acizi hidroxicinamici a fost determinat utilizand o curba de calibrare in cinci
puncte pentru acidul clorogenic (R?=0,9937), in intervalul de linearitate 10-50 pg/mL
(figura 2.2 a).
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Figura 2.2 Curba de calibrare pentru: a) — acid clorogenic si b) — rutina
Continutul de flavonoli a fost determinat utilizdnd o curba de calibrare in cinci puncte
pentru rutina (R?=0,9981), in intervalul de linearitate 10-100 ug/mL (figura 2.2 b).
Continutul de flavanoli a fost determinat utilizdnd o curba de calibrare in cinci puncte

pentru catechini (R>=0,9985), in intervalul de linearitate 10-200 pug/mL (figura 2.3 ).
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Figura 2.3 Curba de calibrare pentru — catechina

Continutul fiecdrui compus a fost calculat in functie de semnatura UV si a fost exprimat in

g/kg solide totale (CTS) conform formulei (Spigno et al., 2007):

_ Vextract
Ccompus = Cstandarda X (2'9)
mcrs

unde: Ceompuys- concentratia compusului analizat (g/kg CTS),
Cstandara- concentratia determinata din curba de calibrare (mg/mL),
Vextrace- volumul extractului analizat (mL),
mcrs- masa de solide totale din proba (g).
Toate determinadrile au fost efectuate in triplicat. Rezultatele finale au fost exprimate ca
g compus fenolic’kg CTS, utilizdnd factori de conversie corespunzatori pentru a trece de la

concentratia solutiei la unitatea pe masa de proba solida.
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2.2.10 Realizarea fermentatiei aerobe
Amestecul nutritiv a fost preparat folosind 30 mL suc proaspat de struguri cu 10 % drojdie

de fermentatie/ 10! (CFU), 20 mL zahir invertit (42 %), 150 mL borhot de cereale si 2 mL SBA
(3 mg/L). Biomasa, amestecatd cu solutia nutritiva, a fost supusd fermentatiei aerobe in conditii
mezofile (20-32 °C). Conform datelor din literaturd, principalele produse ale procesului de
fermentatie aeroba a borhotului sunt fosfatii, nitratii si CO» (Van Lier et al., 2001). In experimentele
practice, procesul de fermentatie aeroba a fost urmat de volumul de gaz emis (CO3) care a fost
determinat prin metoda standard de titrare cu solutia NaOH, folosind fenolftaleind ca indicator

(figura 2.4).

Figura 2.4 Instalatia de laborator pentru studiul fermentatiei aerobe a biomasei in prezenta
SBA

Conform datelor din literatura, principalele produse ale procesului de fermentatie aerobd a
borhotului sunt fosfatii, nitratii si CO> (Van Lier et al., 2001). in experimentele practice, procesul
de fermentatie aeroba a fost urmarit prin monitorizarea volumului de gaz emis (CO2), determinat
prin metoda standard de titrare cu solutia NaOH, folosind fenolftaleind ca indicator. Schema
instalatiei de laborator utilizate pentru studiul fermentatiei acrobe a biomasei in prezenta SBA este
prezentata in figura 2.4.

2.2.11 Determinarea continutului de CO: degajat in procesul de fermentatie aerobd prin titrarea
acido-bazica

Aceastd metodd a permis evaluarea dinamicii de evolutie a diferentei de normalitate a
solutiei de hidroxid de sodiu (1 N) rezultatad in procesul de degajare a CO> endogen procesului de
fermentatie alcoolici. Intr-un balon conic de 100 cm?’ se preleveaza din balonul de colectare
experimental 10 cm? de hidroxid de sodiu, cateva picituri de fenolftaleini si se agitd minutios.
Amestecul obtinut se titreaza cu titrimetrului automat (Birghila, 2011) (figura 2.5) cu acid oxalic
(1 N).

65



Figura 2.5 Imagine foto: procedura de titrare a CO: rezultat in timpul fermentatiei
aerobe- sistem de titrare

Titrarea volumului de CO» rezultat in timpul fermentatiei a fost realizatd cu ajutorul
titrimetrului digital, utilizand solutie de acid oxalic 1 N ca titrant, conform metodei descrise de
Birghila (Birghila, 2011). Balonul conic cu proba se agitd continuu in timpul titrarii, iar culoarea
violet intensd dispare treptat, indicand sfarsitul reactiei. Valoarea volumului consumat se citeste
digital si se repeta pana la obtinerea a trei determindri cu abatere sub 0,1 mL. Pe baza volumului
de CO» format, exprimat in g acid tartric/L, s-a evaluat eficienta fermentatiei.

Determinarea vitezei aparente a fermentatiei aerobe

Viteza aparenta a reactiei a fost calculatd in functie de volumul de CO: degajat si

concentratia SBA, conform relatiei empirice propuse de autorii (Atkins si De Paula, 2014):

_ Veo X[SBA]
T 22,4xt

(2.10)
unde: 9 - reprezintd viteza reactiei exprimate in unitati relative (mmol-[SBA]/h),
Vco.este volumul de dioxid de carbon degajat, cm?,
[SBA] este concentratia substantei biologic active, In mmol/L ,
t - timpul (in ore) la care a fost inregistrat volumul de gaz,

22,4 L/mol reprezinta volumul molar al gazelor la conditii normale.

2.2.12 Determinarea potentialului biologic de producere a metanului (PBM)

Experimentele de fermentatie anaerobd 1n regim discontinuu au fost realizate utilizand o
instalatie de laborator de tip Batch (figura 2.6), adaptatd pentru incubéri de mic volum. Tescovina,

utilizata ca substrat fermentabil, a fost omogenizata si caracterizatd anterior, fara pretratamente
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suplimentare. Ca inocul a fost utilizat namol anaerob stabilizat, provenit dintr-o statie de epurare,
incubat 5 zile la 37 °C pentru eliminarea fermentatiei reziduale.

Probele au fost preparate Intr-un raport substrat/inocul de 1:3 (in functie de solide totale),
cu ajustarea volumului la 400 mL. Fermentarea s-a desfisurat in sticle de 800 cm?, etansate si
conectate la un sistem de colectare a biogazului cu citire volumetricd prin deplasarea apei.
Incubarea a avut loc la 37+ 0,5 °C timp de circa 30 de zile, pana la stagnarea productiei zilnice de

biogaz sub 1% din volumul total.

Figura 2.6 Instalatia de masurare experimentala a parametrilor procesului de fermentatie
anaeroba a tescovinei de struguri

Acest sistem permite monitorizarea zilnica a volumului de biogaz produs. Rezultatul este
exprimat in L CHa/kg TS sau mL CHa/g TS. Volumul de biogaz produs a fost monitorizat zilnic,
iar compozitia acestuia a fost determinatd cu ajutorul analizatorului GFM 400. Pentru calculul
volumului de metan, datele obtinute au fost corectate la conditii standard de temperatura si
presiune (273 K si 101,5 kPa). Potentialul biologic de producere a metanului a fost calculat ca
raport dintre volumul de metan obtinut (exprimat in litri sau mililitri) si masa de solide totale

introduse in fiecare reactor, conform relatiei:

PBM = Zcta @2.11)

msr
unde: V¢, - reprezintd volumul total de metan,
mgr- este masa de solide totale din proba introdusa.
Pentru evaluarea gradului de conversie a substratului si estimarea eficientei biodegradarii,

a fost calculatad biodegrabilitatea relativa (Buffiere, 2008), exprimatd procentual, raportind PBM
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la randamentul teoretic maxim posibil de 350 L CHa/kg CCO) in conditii standard de temperatura

si presiune (273 K si 101,5 kPa), corespunzator conversiei complete a materiei organice:
PBM

Biodegrabilitate (%) = S50 X 100 (2.12)

2.2.13 Prelucrarea statistica si modelarea computationala a datelor experimentale

Prelucrarea statistica si modelarea matematica a rezultatelor experimentale a fost realizata
pentru a exclude rezultatele cu eroare accidentald si cele cu nivel mare de incertitudine
(ISO 5725, 1994). In acest scop au fost efectuate cate 3—4 masuriri paralele, rezultatele au fost
supuse prelucrarii statistice dispersionale si corelative prin calcularea parametrilor specifici.
Prelucrarea statistica a rezultatelor s-a efectuat prin programele MS Excel si Anova al PC cu pragul
semnificatiei statistice de p < 0,05, iar pentru stabilirea gradului de conformitate a rezultatelor
experimentale s-a folosit testul Q.

Modelare computationala prin Teoria Functionalei de Densitate (DFT)

Pentru analiza proprietatilor moleculare ale SBA utilizate, s-au efectuat calcule cuantico-
chimice utilizand DFT, implementatd in pachetul software Gaussian 09 (Frisch et al., 2009).
Aceastd metodd permite determinarea proprietdtilor structurale, electronice si energetice ale
moleculelor prin optimizarea geometriei si calculul distributiei densitatii electronice.

Initial, au fost construite structurile moleculare ale compusilor in medii de modelare
moleculard, iar coordonatele spatiale au fost salvate in formate compatibile cu Gaussian. Ulterior,
s-a realizat optimizarea geometriei, utilizand metoda DFT cu functionalul B3LYP si setul de baze
6-31G (d,p), selectat pentru echilibrul intre precizie si eficientd computationala. Convergenta

energiei si lipsa frecventelor negative au fost criterii pentru validarea minimului energetic atins.

2.3 Concluzii la capitolul 2

1. In cadrul studiului au fost selectate materii prime relevante pentru fermentatia
aeroba si anaeroba, precum borhotul post-alcoolic de cereale, tescovina de struguri, mustul de
Chardonnay, caracterizate din punct de vedere fizico-chimic si utilizate ca substrat pentru
experimente.

2. A fost realizata selectia SBA cu potential antioxidant, dintre care DHFA, betulina,
tomatina si altele, avand diferite functionalititi biochimice relevante in procesele redox de
fermentatie.

3. Determinarea caracteristicilor de baza ale substratului (umiditate 91,2%, CCO de
28250 mg Oo/L, CTS de 6,54%) a evidentiat potentialul ridicat de biodegradabilitate a borhotului

si justifica alegerea ca componentd principala in studiile de fermentatie.
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4. Diferentele in parametrii de fermentatie dintre mustul de Chardonnay (124,4 g/L
zahar, YAN 179,5 mg/L) si borhotul lichid (26,27 g/l zahar, YAN 102,8 mg/L) indicad variatii
majore 1n potentialul fermentativ si necesitatea adaptarii tratamentelor SBA.

5. Determinarea componentelor structurale ale tescovinei (22,6% celuloza, 15,1%
hemiceluloza, 20,7% lignind) a permis estimarea gradului de recalcitranta si a biodegradabilitatii
potentiale n digestia anaeroba.

6. Continutul total de polifenoli (1108,5 mg GAE/L in extractul MCa si 674,1 mg
GAE/L in extractul Ca) si compozitia detaliatd in flavonoide, acizi fenolici si antociani au fost
determinate prin metode spectrofotometrice si HPLC-MS.

7. In experimentele de fermentatie acroba, cinetica degajirii de CO» a fost utilizata
pentru a estima viteza reactiei, fiind influentata de tipul si concentratia SBA, iar metoda de titrare
cu NaOH a permis o cuantificare simpla si eficientd a gazului eliberat.

8. Fermentatia anaeroba a fost studiatd prin Metoda Batch, cu evaluarea PBM,
exprimat in L CHa/kg TS, iar volumul de biogaz a fost monitorizat gravimetric pe parcursul a 30
de zile, iar compozitia biogazului (CHa, CO2, H2S) a fost analizatd cu ajutorul analizatorului
GFM 400.

0. Datele experimentale obtinute au fost prelucrate statistic cu ajutorul Microsoft
Excel si testate prin analiza ANOVA (p < 0,05), ceea ce a permis compararea semnificativa a
variantelor de tratament si validarea ipotezelor experimentale.

10.  Pentru intelegerea profunda a mecanismelor redox si a proprietatilor electronice ale
substantelor biologic active, s-au realizat calcule de modelare moleculara DFT (Density Functional
Theory), utilizand software-ul Gaussian 09 si metoda B3LYP/6-311G (d,p), ceea ce a permis

obtinerea descriptorilor de reactivitate.
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3. STUDIUL PROCESELOR REDOX DE FERMENTATIE A BIOMASEI
PROVENITE DE LA PRODUCEREA ALCOOLULUI ETILIC

3.1 Determinarea indicilor fizico-chimici ale biomasei utilizate si selectarea
substantelor biologic active pentru aplicare in procesele fermentative

Biomasa reziduald generata in sectorul agroindustrial, in special in urma proceselor de
producere a vinului si a altor bauturi alcoolice care implica etape de fermentatie, reprezinta un
pericol ecologic semnificativ atunci cand este deversata in medii naturale precum apa, solul sau
aerul, afectdnd inclusiv organismele vii si sandtatea umand. Conform reglementarilor actuale,
evacuarea necontrolatd a acestor reziduuri fermentative este interzisd prin acte normative si
legislative specifice (Hermann et al., 2019). La nivel global, se estimeaza ca prelucrarea a 100 de
tone de must poate genera aproximativ 39 de tone de deseuri, iar in perioada 2018-2019, volumul
deseurilor formate a atins circa 11 milioane de tone anual (Ahmad et al., 2020).

Totodata, aceste subproduse, continand atat substante organice (drojdii de vin, acid tartric
si alti acizi organici, etanol, substante fenolice, etc.) cat si anorganice (oxizi, hidroxizi, saruri, acizi
anorganici) pot servi ca materie prima pentru o serie de produse cu valoare adaugata, precum apa
tratata (care, la randul sau, poate fi folosita pentru scopuri tehnice sau tehnologice) producerea de
energie electrica si termicd precum biogaz, bioetanol, biobutanol, biohidrogen, etc.
(del Mar Contreras et al., 2022), si ca surse de substante bioactive si alte substante cu proprietati
utile pentru industrie (Lemes et al., 2022). Utilizarea acestor subproduse intr-un mod sustenabil va
contribui la dezvoltarea economiei circulare, in conformitate cu directiile si scopurile stabilite
pentru dezvoltarea economica a sectorului agro-alimentar pe scara mondiala (Merli et al., 2018).
Desi procesele de tratare si valorificare a acestor tipuri de reziduuri au fost studiate pe scara larga
si aplicate in practica (Kamusoko et al., 2021), existd in continuare un deficit de cercetari
aprofundate privind cinetica si mecanismele fermentatiei, influenta diversilor aditivi si a
parametrilor tehnologici specifici asupra fermentatiei aerobe si anaerobe, in vederea obtinerii unor
produse cu valoare addugata. Aceasta lipsd de cunostinte constituie un obstacol in optimizarea si
extinderea acestor procese in conditii tehnologice favorabile.

In acest context, a devenit deosebit de relevant, atat din punct de vedere practic, cat si
teoretic, studiul proceselor de conversie biochimica a biomasei reziduale lichide provenite din
sectorul agroindustrial, in diferite conditii tehnologice, cu scopul de a determina parametrii optimi
ai fermentatiei si de a evalua efectul accelerant sau inhibitor al substantelor biologic active

adaugate in amestecul fermentativ.
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In capitolul dat a fost studiat si analizat procesul de valorificare a borhotului din industria
bauturilor alcoolice. Cercetarile s-au concentrat pe cresterea eficientei de conversie a substratului
organic, sporirea randamentului in produse utile (biogaz, metan, compusi intermediari) si
perfectionarea parametrilor tehnologici implicati. Totodata, a fost evaluat impactul adaugarii SBA
asupra cineticii proceselor fermentative, in scopul identificdrii conditiilor optime pentru
desfasurarea reactiilor biochimice, contribuind astfel la dezvoltarea unor solutii sustenabile de
valorificare a produselor secundare.

Continutul de zahar in aceste tipuri de biomasd a fost determinat utilizand tehnica
refractometrica, bazatd pe masurarea indicelui de refractie al solutiilor. Rezultatele au indicat un
continut rezidual redus de zahar in borhotul de cereale, caracteristic produselor secundare post-
fermentative, in comparatie cu sucul de struguri.

Compozitia si caracteristicile biomasei initiale utilizate pentru studiul procesului de

fermentatie in prezenta SBA sunt prezentate in tabelul 3.1 (Tasca, 2024).

Tabelul 3.1 Indicii fizico-chimici ai mediilor de studiu (Tasca, 2024)

Indicator Borhot de cereale Suc de struguri
Continutul in masa a zaharului, g/L 26,27 +£0,91 1244 £ 1,6
pH 3,91 +0,07 3,77+ 0,12
Concentratia in masa a aciditatii 3,42+ 0,24 2,74+0,32

titrabile, g/L acid sulfuric

Continut 1n azot aminic, mg/L 4922+ 3,6 140,8+ 2,2

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Sucul de struguri se caracterizeaza printr-un continut ridicat de zahar de 124,4 g/L, ceea ce
indicd un potential sporit pentru desfasurarea proceselor de fermentatie, comparativ cu borhotul
de cereale de 26,27 g/L. Desi valorile pH se mentin in intervalul optim pentru activitatea drojdiilor,
borhotul prezinta un pH usor mai ridicat (3,91), iar aciditatea titrabila este, de asemenea, mai mare
(3,42 g/L H2SOq4), ceea ce poate influenta echilibrul redox si dinamica procesului fermentativ
(Tasca, 2024). Continutul ridicat de azot aminic in borhotul de cereale de 492,2 mg/L sugereaza o
disponibilitate nutritivd superioara, care poate stimula multiplicarea microorganismelor si eficienta
procesului de fermentatie.

3.2 Evaluarea activitatii antioxidante a substantelor biologic active

Determinarea proprietatilor antioxidante a SBA utilizate a fost realizatd prin metoda de
captare a radicalilor liberi a, a-difenil-B-picrilhidrazil (DPPH), care permite evaluarea

potentialului antioxidant al unui compus, al unui extract sau al altor surse biologice, prin
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amestecarea compusului sau extractului potential cu solutie de DPPH si inregistrarea absorbantei
dupa o perioada definita.

In vederea determinarii capacititii antioxidante, extractul brut obtinut a fost testat prin
reactia cu radicalul stabil DPPH. Solutii ale extractului In metanol, la concentratii variate, au fost
amestecate cu solutie de DPPH 0,1 mM (raport 3:1, v/v), iar amestecul a fost incubat timp de 15
minute, 1n conditii de Intuneric, la temperatura camerei. Ulterior, absorbtia solutiei a fost masurata
la 517 nm. Valorile obtinute, corespunzatoare gradului de inhibare al radicalului DPPH, sunt

ilustrate in figura 3.1.
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Figura 3.1 Capacitatea antioxidanta a SBA, % DPPH inhibat

(rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Rezultatele privind potentialul de captare a radicalilor liberi ale diferitelor fractii ale SBA,
determinate prin metoda DPPH, sunt prezentate in figura 3.1. Rata de inhibare a radicalului DPPH
constituie un indicator relevant al capacitdtii antiradicalice a compusilor analizati, reflectand
abilitatea acestora de a neutraliza radicalii liberi Intr-un sistem non-enzimatic. Mecanismul de
reactie implicd transferul unui atom de hidrogen de la antioxidant catre radicalul DPPH
(1,1-difenil-2-picrilhidrazil), un radical stabil centrat pe azot, care prezintd absorbtie maxima la
517 nm. Reducerea absorbtiei spectrofotometrice este asociatd cu conversia DPPH in forma sa
redusa — 1,1-difenil-2-picrilhidrazind — proces evidentiat prin decolorarea solutiei, direct
proportionald cu potentialul antiradicalic al fractiei testate.

Analiza comparativa a fractiilor testate a evidentiat o activitate antioxidanta semnificativ
mai mare pentru sclareol, tomatind, catechind si DHFA, in comparatie cu celelalte SBA investigate.
La concentratia maxima de 300 mg/L, sclareolul si DHFA au prezentat cel mai ridicat procent de

inhibitie DPPH de 39%, urmat indeaproape de tomatina — 37 % si catechina de 38 %.
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In contrast, fractia de mentol a manifestat cea mai scizutd activitate antioxidanta pe intreg
intervalul de concentratie testat, atingdnd doar 26% inhibitie la 300 mg/L. Activitati mai reduse au
fost inregistrate si pentru escina si vanilind, cu valori usor sub 30%.

Totodata, la o concentratie de 50 mg/L, activitatea antioxidanta a fost relativ apropiata
pentru majoritatea fractiilor, insa s-a remarcat DHFA printr-un procent de inhibitie usor superior
comparativ cu sclareolul si tomatina, sugerand o eficienta relativ crescuta la doze mici. Tendinta
generald a tuturor compusilor a fost ascendenta, confirmand existenta unei relatii directe doza—
efect intre concentratia SBA si capacitatea de neutralizare a radicalilor liberi in sistemul DPPH.

Pentru a evalua influenta a doi factori experimentali — tipul SBA si concentratia aplicata —
asupra activitatii antioxidante determinate prin testul DPPH, a fost aplicatd o analiza a variantei
bidimensionale (ANOVA 2-way, fara replicare). Aceastd metoda statistica permite evidentierea
contributiei fiecarui factor asupra variabilitatii generale a rezultatelor si stabilirea semnificatiei

diferentelor observate.

Tabelul 3.2 Rezultatele analizei ANOVA pentru influenta tipului de SBA si a concentratiei
asupra activitatii antioxidante (% inhibare DPPH) *

Sursa de variatie SS dF MS F P-value F crit
Tip SBA 13574,89 3 4524,96 4,1 0,018 3,01
Concentratie, mg/L | 72678,72 8 9084,84 8,3 2,6 10% 2,36
Eroare 26526,61 24 1105,28
Total 112780,2 35

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat
Nota: SS — suma patratelor; dF — gradele de libertate; MS — media patratelor; F — factorul Fisher, P- value
— semnificatia statistica si F crit — valoarea critica a testului F

Rezultatele prezentate in tabelul 3.2 indica faptul cd atat natura chimica a SBA, cat si doza
aplicata influenteazd semnificativ eficienta de neutralizare a radicalilor DPPH. Valoarea F
calculatd pentru factorul ,,Tip SBA” (F=4,1) depaseste valoarea critica F (F crit=3,01), cu un nivel
de semnificatie de P=0,018, ceea ce confirma existenta unor diferente semnificative statistic intre
compusii testati. Acest rezultat reflectd faptul ca structura moleculara si proprietatile antioxidante
intrinseci ale compusilor SBA influenteaza capacitatea acestora de a inhiba radicalii liberi.

De asemenea, influenta concentratiei este mult mai pronuntata, valoarea F obtinuta (F=8,3)
fiind mult superioara valorii critice (F crit=2,36), iar valoarea P extrem de mica (P=2,6x107°)
confirma o semnificatie statistica foarte ridicata. Aceasta observatie evidentiaza un comportament
tipic de raspuns dependent de doza, 1n care cresterea concentratiei substantei conduce la o inhibare

progresiva a radicalilor liberi, specificd mecanismelor de actiune ale antioxidantilor fenolici.
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Componenta de eroare (MS=1105,28) se mentine la un nivel relativ scazut in raport cu
valorile medii patratice ale celor doi factori principali, ceea ce atestd robustetea rezultatelor
experimentale si reproductibilitatea determinarilor spectofotometrice. In concluzie, analiza
ANOVA sustine validitatea ipotezei conform céreia activitatea antioxidanta a substantelor testate
este determinata atdt de structura lor chimica, cat si de concentratia la care sunt aplicate, iar
diferentele intre tratamente sunt statistic semnificative.

Pentru evaluarea relatiilor dintre valorile de inhibare a radicalului DPPH (%) obtinute in
prezenta diferitelor SBA, s-a aplicat analiza corelatiei Pearson, utilizdnd un program specializat
de procesare a datelor experimentale. In matricea de corelatie (tabelul 3.3) sunt prezentati
coeficientii de corelatie liniard calculati intre rezultatele obtinute pentru fiecare varianta

experimentald, inclusiv martorul si cele opt substante testate.

Tabelul 3.3 Matricea coeficientilor de corelatie Pearson intre martor si substantele biologic
active testate (format triunghiular inferior)*

Martor | DHFA | Escind | Tomatin | Sclareol | Vanilind | Catechina | Betulind | Mentol

a

Martor 1

DHFA 0,9987 1

Escina 0,9808 | 0,9726 1

Tomatina | 0,9959 | 0,9902 | 0,9929 1

Sclareol | 0,9754 | 0,9657 | 0,9995 | 0,9902 1

Vanilina | 0,9917 | 0,9903 | 0,9547 | 0,9833 0,9487 1

Catechin | 0,9874 | 0,9871 | 0,9438 | 0,9764 | 0,9369 | 0,9993 1

Betulina | 0,9828 | 0,9764 | 0,9993 | 0,9925 0,9979 | 0,9549 0,9443 1

Mentol | 0,9922 | 0,9887 | 0,9626 | 0,9878 | 0,9579 | 0,9990 0,9972 0,9615 1

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Nota: Sunt afisate doar valorile din partea inferioara a matricei (sub diagonald), corespunzatoare
corelatiilor dintre fiecare variabila si cele anterioare. Matricea este simetricd, iar valoarea de pe diagonald (corelatia
unei variabile cu ea insagi) este 1.

Rezultatele au evidentiat coeficienti de corelatie Pearson extrem de ridicati, cu valori
cuprinse intre 0,936 s1 0,999, ceea ce indica o asociere pozitiva foarte puternica intre profilurile de
raspuns antioxidant ale SBA investigate. Aceastd consistentd statistica relevd o tendinta
sincronizatd a variatiei activitatii radicalice In functie de concentratie, valabila pentru majoritatea
compusilor analizati. Cu alte cuvinte, cresterea dozei aplicate determina o evolutie similara a
inhibarii DPPH, indiferent de structura chimica specifica a fiecarui SBA.

De exemplu, coeficientul de corelatie dintre martor si DHFA este r =0,9987, iar intre martor

si mentol r =0,9922, ceea ce sugereaza ca tratamentele nu modifica radical modelul de raspuns
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antioxidant, ci 1l amplificd gradual in functie de doza. Aceastd observatie poate fi interpretata ca
dovadd a unei actiuni modulatorii fine, mai degraba decat a unei restructurdri drastice a
comportamentului antioxidant.

In mod particular, s-au remarcat corelatii aproape perfecte intre escind si sclareol
(r =0,9995) sau intre catechind si vanilina (r =0,9993), indicand mecanisme functionale similare
de neutralizare a radicalilor liberi sau o reactivitate comuna in cadrul sistemului oxidativ. Aceste
rezultate sugereaza cd o clasificare functionala a substantelor testate este posibild, in baza
asemandrilor comportamentale obtinute prin corelatie statistica, cu potential de aplicare in selectia
celor mai eficiente antioxidanti pentru formulari biologic active sau sisteme model.

Prin modelarea factoriald s-a investigat efectul concentratiei asupra activitatii antioxidante
a opt SBA selectate, in baza rezultatelor obtinute. In cadrul studiului, a fost analizat efectul a doua
niveluri de concentratie — minima (50 mg/L) si maxima (300 mg/L) — asupra capacitatii de captare
a radicalilor liberi, exprimata ca procent de inhibitie DPPH.

Modelarea matematicd a influentei concentratiei asupra eficientei antioxidante a
substantelor testate a fost realizata prin aplicarea metodei suprafetei de raspuns si a regresiei liniare
si polinomiale, utilizdnd metoda patratelor minime. Aceasta abordare a permis descrierea relatiei
dintre doza administrata si intensitatea raspunsului antioxidant, precum si estimarea potentialului
maxim de inhibitie la concentratiile testate. Intervalele de variatie al factorilor principali care

influenteaza activitatea antioxidantd sunt prezentate in tabelul 3.4.

Tabelul 3.4 Interdependenta SBA si activitatea antioxidanta (apreciata prin radicalul

DPPH)*
Codul Denumirea SBA Intervalul de variatie
parametrului C, 50 mg/L C, 300 mg/LL
X1 DHFA 12,0 39,0
X Escina 8,0 28,0
X3 Tomatina 9,0 37,0
X4 Sclareol 10,0 39,0
Xs Vanilind 6,0 33,0
X Catechin 7,0 38,0
X7 Betulina 6,0 31,0
X3 Mentol 4,0 26,0

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat
*p<0,05
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Modelarea matematica a relatiei dintre concentratia SBA si activitatea lor antioxidanta,
exprimata prin procentul de inhibitie DPPH, a fost realizata utilizand ecuatii de regresie liniara si

sunt prezentate 1n tabelul 3.5.

Tabelul 3.5 Ecuatiile de regresie si valoarea coeficientului Pearson a SBA*

SBA Ecuatia de regresie Coeficientul Pearson, R?
DHFA y=0,1102x + 5,8475 0,997
Escina y=10,078x + 5,8305 0,962
Tomatina y=0,1092x + 4,7627 0,992
Sclareol y=0,1119x + 7,322 0,951
Vanilina y=0,1054x +0,1186 0,983
Catechin y=0,1214x - 0,2203 0,975
Betulina y=0,099x +2,9153 0,966
Mentol y=0,0847x - 0,2712 0,985

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Toate substantele testate au prezentat o corelatie semnificativa intre cresterea dozei si
intensificarea activititii antioxidante, valorile coeficientului Pearson (R?) fiind cuprinse intre 0,951
s1 0,997, ceea ce confirma validitatea modelului liniar adoptat. Dintre compusii analizati, catechina
a prezentat cea mai pronuntata crestere a activitatii antioxidante cu concentratia (panta: 0,1214),
urmata de sclareol, DHFA si tomatind, toate cu pante apropiate (> 0,109). Aceste rezultate indica
o eficienta ridicatd in captarea radicalilor liberi, proportionald cu doza administratd. in schimb,
escinul si mentolul au prezentat o crestere mai lentda a activitatii antioxidante in functie de
concentratie, desi modelul statistic ramane robust si pentru acesti compusi. Astfel, se poate
concluziona cd variabilitatea eficientei antioxidante a SBA este doza-dependenta, iar intensitatea
raspunsului poate fi estimata cu precizie prin modele de regresie liniara.

Pentru o validare suplimentara a datelor experimentale privind activitatea antioxidanta a
SBA, a fost realizatd o comparatie graficd intre valorile experimentale de inhibare DPPH (%) si
cele calculate teoretic prin modelare matematicd. Rezultatele sunt prezentate in figura 3.2 si
evidentiazad o corespondentd foarte buna intre valorile observate si cele modelate pentru toate cele
opt substante investigate.

Diferentele intre valorile experimentale si cele teoretice sunt minime, in special in cazul
compusilor catechina, betulind, vanilind si mentolul, in care barele corespunzatoare sunt aproape
suprapuse. Acest aspect sustine validitatea modelelor de regresie aplicate si indica o predictibilitate

ridicatd a comportamentului antioxidant in functie de concentratie. In cazul unor substante precum
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tomatind si sclareol, se observa usoare abateri intre valorile estimate si cele experimentale,
sugerand posibile influente ale altor factori (ex. solubilitate, stabilitate chimica sau interferente

spectrofotometrice).
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Figura 3.2 Compararea valorilor experimentale si modelate ale activitatii antioxidante
(% inhibare DPPH) pentru substantele biologic active testate (Duca et al., 2022)

In ansamblu, rezultatele sustin ideea ci intensitatea raspunsului antioxidant al fiecirei SBA
este dozd-dependenta si poate fi estimatd cu precizie prin modelare matematica, fapt confirmat si
prin valorile ridicate ale coeficientilor de corelatie Pearson anterior discutati (r > 0,95). Astfel,
datele experimentale nu doar ca reflecta comportamente clare si reproductibile, ci pot fi integrate
in modele predictive cu aplicabilitate in formularea extractelor antioxidante eficiente.

Deasemenea, a fost determinatd marimea ICso (concentratia extractului care determina

inhibarea a 50% de radicali liberi) pentru diferite SBA studiate, exprimata in pg/mL.
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Figura 3.3 Activitatea antioxidanta (ICso) a SBA analizate (Duca et al., 2022)
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Rezultatele prezentate in figura 3.3, indica diferente semnificative intre compusii analizati.
Cea mai mica valoare ICso a fost inregistratd pentru sclareol de 366 pg/mL, indicand cea mai
ridicatd activitate antioxidanta dintre fractiile analizate. Acidul dihidroxifumaric (374 pg/mL) si
catehina (382 pg/mL) au inregistrat valori apropiate de cea a sclareolului. Acesti trei compusi s-
au distins printr-un nivel similar de activitate antioxidantd, indicand o eficienta antiradicalica
ridicatd in cadrul grupului analizat.

In schimb, mentolul a prezentat o valoare ICso de 589 pg/mL, cu aproximativ 61% mai
mare decat cea a sclareolului, ceea ce reflecta o capacitate redusa de neutralizare a radicalilor
liberi. Desi in testul DPPH, mentolul a atins cele mai inalte procente de inhibitie la concentratii
mari (pana la 40% la 300 mg/L), valoarea ICso ridicatd indica faptul ca este necesard o cantitate
mai mare de compus pentru a atinge efectul de inhibitie de 50%. Aceasta sugereaza o activitate
antioxidanta bund, dar eficientd redusa la doze mici, In comparatie cu compusi precum sclareolul
sau acidul dihidroxifumaric, care au atins aceleasi efecte la concentratii mai reduse. De asemenea,
escind (553 pg/mL) s-a situat In zona superioara a spectrului de valori, indicind o activitate
antioxidanta scazuta. Aceste variatii intre fractiile testate subliniaza relevanta compusilor cu
activitate ridicatd pentru aplicatiile ulterioare n procese fermentative, in care mentinerea

echilibrului redox este esentiala.

3.3 Analiza impactului unor SBA asupra cineticii de fermentatie aeroba a borhotului
de cereale

Impactul unor SBA asupra procesului de fermentatie a borhotului de cereale a fost
fermentativ. Studiile experimentale au fost realizate utilizand borhot de cereale rezultat din
distilarea boabelor efectuatd la intreprinderea ,,Garma Grup” (raionul Héncesti, satul Firladent,
Republica Moldova). Experimentele privind influenta SBA asupra procesului fermentativ au fost
realizate utilizand instalatia de laborator ilustrata in figura 2.4. in fiecare vas experimental a fost
introdusa biomasa reziduald, amestecul nutritiv si cate un tip diferit de SBA. Amestecul
fermentativ a inclus 30 mL suc proaspdt de struguri inoculat cu 10% drojdie de fermentatie
(10'° CFU/g), 20 mL de zahir invertit cu o concentratie de 42%, 150 mL borhot de cereale si 2 mL
solutie de SBA 3 mg/L. Dupa omogenizare, biomasa a fost supusa fermentatiei aerobe in regim
mezofil, la temperaturi cuprinse intre 20 si 32 °C (Duca et al., 2022).

Conform literaturii de specialitate, in cadrul fermentatiei aerobe a borhotului de cereale,
principalele produse ale metabolismului sunt compusii anorganici (fosfati, nitrati) si bioxidul de

carbon (Van Lier et ak., 2001). In cadrul studiului de fat, cinetica procesului de fermentatie aeroba
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a fost monitorizatd prin determinarea volumului de CO2 emis, utilizdnd metoda titrarii cu solutie
de NaOH, cu fenolftaleina ca indicator.

A fost investigat efectul stimulator al SBA asupra procesului de fermentatie aeroba a
borhotului de cereale. In mod general, fermentatia acroba a acestui tip de biomasi se desfisoara
printr-o succesiune de reactii biochimice complexe, in care oxigenul joacd un rol esential ca
acceptor final de electroni. Spre deosebire de fermentatia anaerobd, in care produsii principali sunt
metanul, acizii organici, amoniacul si compusii de sulf redusi, fermentatia aeroba conduce la
formarea unor produsi oxidati, precum dioxidul de carbon, nitratii si dioxidul de sulf.

Pe masura ce sursele exogene de materie organica sunt consumate, microorganismele isi
redirectioneazd metabolismul catre utilizarea rezervelor proprii de substante de depozit si a
materialului celular (protoplasma), pentru a-si mentine activitatea vitala. In cele din urma, celulele
vor elibera materie organica degradabila pentru utilizare de catre alte microorganisme. Materialul,
care ramane dupa un proces complet de fermentatie acroba, este considerat stabil din punct de
vedere biologic si poate fi evacuat ca deseu inofensiv.

Procesele de fermentatie aerobd pot fi ilustrate prin urmdtoarele formule
(Dietrich si Burlingame, 2015):

Materii organice +NH4"+0>— Material celular +CO2+H,O (3.1)

Material celular+O,— Namol digestat +CO2+H2O+NO3" (3.2)

Folosind formula CsH7NO: pentru a reprezenta materialul celular, procesul de digestie

aeroba poate fi exprimat in oricare dintre urmatoarele ecuatii (Brisolara si Qi, 2015):
CsH/INO2+50,—5C02+2H>O+NH;+Energie (3.3)
CsH7NO>+70,—5C0O,+3H20+NOs+H" +Energie 3.4)

Substantele biologic active adaugate In amestecul fermentativ pot influenta procesele
metabolice microbiene prin stimularea sau inhibarea formarii materialului celular si a ndmolului
digestat. Acestea pot actiona ca biocatalizatori, facilitind anumite etape biochimice. Interactiunile
dintre SBA si compusii din sistem pot conduce la formarea unor metaboliti intermediari, care sunt
ulterior transformati in produsi finali in cadrul procesului de fermentatie.

In cadrul acestei etape a cercetrii, au fost evaluate efectele a trei substante bioactive de
origine naturald —betulina, escind si tomatina —asupra procesului de fermentatie alcoolica, utilizand
ca indicator principal volumul de CO; degajat in timp. Fermentatia a fost monitorizata pe durata a

96 de ore, iar datele obtinute au fost comparate cu un martor (fara adaos de SBA).
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A fost testat sistemul de fermentatie aeroba cu adaosul de SBA in urmatoarele concentratii:
betulina 0,034 mmol/L escind —0,013 mmol/L si tomatina 0,015 mmol/L.

Dupa cum se poate observa din figura 3.4, aditivii de escind si betulind suprima procesul
de fermentare cu emisie de CO2, in timp ce utilizarea tomatinei asigura o cantitate mai mare de
gaz degajat sau un proces de fermentatie mai intens, in comparatie cu testul martor. Proba cu
tomatind a Inregistrat cel mai ridicat volum de CO> la 78 ore de fermentatie si anume de
233,5 cm?, depdsind martorul cu aproximativ 12%. Probele cu escind (97,0 cm?) si betulini
(85,1 cm?) au generat volume semnificativ mai mici, de 53% si respectiv 59% mai reduse decét
martorul (Duca et al., 2022). Aceste variatii sugereaza cd tomatina stimuleazd semnificativ
metabolismul fermentativ, in timp ce betulina si escina au un efect inhibator pronuntat. De
asemenea, dinamica CO> indicd faptul cd tomatina determind o prelungire a fazei active de
fermentatie, sustinand productia de gaze chiar dupa atingerea varfului la 54 h.

Stimularea si intensificarea procesului biochimic de fermentatie observat, pot fi atribuite
proprietatilor redox si antioxidante ale tomatinei care, datoritd implicarii sale in reactii redox poate
facilita transferul de electroni, imbunatatind activitatea enzimatica si accelerdnd astfel etapele

cheie ale procesului fermentativ.
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Figura 3.4 Volumul gazului degajat (CO2) in timpul fermentatiei aerobe a borhotului in
prezenta SBA (Duca et al., 2023)

Evaluarea vitezei de reactie, prezentata in figura 3.5, evidentiaza influente diferentiate ale
SBA asupra intensitdtii procesului fermentativ, exprimatd prin cantitatea de CO: generata
(mmol/h). Datele obtinute indica faptul ca prezenta acestor compusi poate modifica semnificativ
comportamentul cinetic al fermentatiei, prin accelerarea sau inhibarea etapelor metabolice

implicate (Duca et al., 2023).
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Dintre substantele testate, tomatina s-a evidentiat printr-un efect stimulator asupra
fermentatiei aerobe, determinand o crestere a vitezei de reactie cu circa 11% fata de martor. Acest
rezultat sugereaza o activare a metabolismului microbian. In schimb, escina si betulina au exercitat
efecte inhibitoare semnificative, reducand viteza de reactie cu aproximativ 59% si, respectiv, 63%
in comparatie cu martorul. Scaderile marcante ale vitezei de reactie observate in prezenta betulinei
si a escinei pot fi corelate cu capacitatea antioxidanta redusd a acestor compusi, evidentiata prin
valorile 1Cso ridicate obtinute in testul DPPH. Activitatea antiradicalica scazutd sugereazd o
capacitate limitata de neutralizare a speciilor reactive de oxigen, ceea ce poate favoriza acumularea
stresului oxidativ in mediul fermentativ.

Prin urmare, rezultatele evidentiaza diferente functionale clare intre substantele testate,
reflectate Tn capacitatea acestora de a stimula sau de a inhiba procesul de fermentatie aeroba.

Astfel, tomatina prezintd potential de utilizare in vederea intensificarii proceselor fermentative.
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Figura 3.5 Dinamica vitezei de reactie a fermentatiei aerobe in prezenta SBA
(Duca et al., 2023)

A fost analizatd dinamica degajarii de CO: pe parcursul a 93 de ore de fermentatie, in
prezenta a trei SBA: mentol (0,19 mmol/L), escind (0,13 mmol/L) si sclareol (0,097 mmol/L),
rezultatele fiind comparate cu o proba martor, figura 3.6 (Duca et al., 2023).

Datele obtinute evidentiaza comportamente cinetice distincte In functie de tipul SBA
aplicat. Mentolul a determinat o accelerare semnificativa a fermentatiei in primele 30 de ore, cu
un volum de CO; emis cu pana la 15% mai mare decat cel al martorului, sugerand un efect
stimulator de scurtd durata asupra procesului de fermentatie. Cu toate acestea, diferentele tind sa
se atenueze in a doua jumatate a perioadei de monitorizare, ceea ce poate indica o adaptare

microbiand sau o epuizare partiala a efectului bioactiv.
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In opozitie, escina a exercitat un efect inhibitor puternic si persistent, manifestat printr-o
reducere cu peste 70% a volumului de CO» inregistrat in primele 24 de ore si mentinerea unor
valori considerabil mai scazute pe intreaga duratd a procesului de fermentatie aeroba. Volumul
final al CO2 emis in prezenta escinei a fost cu aproape 60% mai mic decat cel al martorului, ceea
ce indica o suprimare consistenta a activitatii fermentative.

Sclareolul a prezentat o influentd, caracterizata printr-o faza latentd prelungita, urmata de
o crestere acceleratd a degajarii de CO; dupa 30 de ore. La finalul procesului de fermentatie aeroba,
volumul total de CO; emis in prezenta sclareolului a fost aproape identic cu cel al martorului,

sugerand o actiune Intarziata, dar eficienta.
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Figura 3.6 Volumul gazului degajat in timpul fermentatiei aerobe a borhotului de cereale in
prezenta adaosurilor de escina, mentol si sclareol (Duca et al., 2022)

A fost investigata influenta concentratiei sclareolului si mentolului asupra procesului de
fermentatie aeroba. Cele doua SBA au fost testate la concentratii diferite (figura 3.7), in scopul
evaludrii modului in care doza influenteaza intensitatea procesului de fermentatie aeroba, utilizand
COz generat ca indicator direct al procesului (Duca et al., 2022).

Analiza comparativd a datelor (figura 3.7) aratd cd sclareolul, la concentratia de
0,049 mmol/L, prezinta cel mai mare volum de CO; degajat (253,60 c¢cm?). In schimb, la o
concentratie mai mare de 0,19 mmol/L sclareol prezinta o inhibare severa a procesului de degajare
de CO; (sub 40 cm?), urmati de o crestere brusci, peste 250 cm?.

In cazul mentolului, 0,097 mmol/L sustine o productie lent progresiva de CO», cu o crestere
cumulativd de 4 ori mai mare fata de valoarea initiala, ceea ce indica un efect moderat de stimulare.
La 0,29 mmol/L, se inregistreazd proces de fermentatie mai intens, cu o crestere accelerata a
volumului de CO;. Pe de alta parte, concentratia de 0,38 mmol/L are un efect clar inhibitor, valorile

ramanand joase pe tot parcursul testului.
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Rezultatele obtinute evidentiaza ca variatia concentratiei SBA testate nu are un efect direct
proportional asupra intensitatii procesului de fermentatie anaeroba. Desi s-au utilizat trei niveluri
de concentratie, cresterea dozei de SBA nu a condus la accelerarea fermentatiei aerobe si nici la o

crestere semnificativd a volumului de CO2 degajat.
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Figura 3.7 Volumul gazului degajat in timpul fermentatiei aerobe a borhotului de cereale in
prezenta adaosurilor de: a) sclareol, bymentol (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Figura 3.8, a) prezintd evolutia volumului de CO; degajat in timpul fermentatiei aerobe
desfasurate pe parcursul a 70 de ore, In prezenta DHFA utilizat in patru concentratii diferite
(0,1- 0,4 mmol/L), comparativ cu proba martor. Volumul de CO; a fost utilizat ca indicator direct
al intensitdtii procesului fermentativ (Duca et al., 2023; Duca et al., 2022).

Datele experimentale arata cd doar concentratia de 0,1 mmol/L a exercitat un efect
stimulator semnificativ, conducind la o degajare totald de CO2 de aproximativ 208,6 cm?, cu peste
43% mai mult decat martorul (145,6 cm?). Aceasti crestere sustinuti a volumului de gaz sugereazi

ca, la aceasta doza, DHFA favorizeaza procesul de fermentatie.
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In schimb, concentratiile mai mari de DHFA (0,2—0,4 mmol/L) nu au amplificat procesul
de fermentatie, ci au condus la scaderi evidente ale volumului de CO> degajat, mai mici decat

proba martor.
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Figura 3.8 Reprezentarea grafica: a) Volumul gazului degajat in timpul fermentatiei aerobe
a borhotului de cereale in prezenta DHFA b) Dinamica vitezei de reactie a fermentatiei
aerobe a borhotului de cereale in prezenta DHFA (Duca et al., 2023)

Aceastd tendinta este sustinutd si de analiza vitezei de reactie (figura 3.8, b), care reflecta
dinamica eliberarii CO: in primele 42 de ore de fermentatie. La concentratia de 0,1 mmol/L, DHFA
a determinat cea mai mare viteza de reactie, atingand un maxim de aproximativ 0,00027 mmol/h
in intervalul 24-26 ore, ceea ce confirma un efect stimulator pronuntat asupra cineticii procesului
fermentativ ( Duca et al., 2023; Duca et al., 2022). Valoarea maxima depaseste cu peste 100%
valoarea inregistratd in martor, subliniind potentialul activator al acestei concentratii.

Prin urmare, datele cinetice confirma concluziile obtinute din analiza volumului total de

COz: DHFA exercita un efect benefic asupra fermentatiei aerobe doar intr-un interval optim de
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concentratie, in special la 0,1 mmol/L, in timp ce valorile mai ridicate conduc la inhibarea
procesului de fermentatie aerobe.

In cazul introducerii vanilinei in amestecul fermentat (figura 3.8), datele obtinute
evidentiazd o stimulare marcata a degajarii de CO> in prezenta la concentratia de 0,098 mmol/L,
comparativ cu martorul, ceea ce indicad un efect favorabil asupra intensitatii procesului fermentativ.
In schimb, concentratiile mai ridicate (0,19-0,39 mmol/L) determini o reducere semnificativa a
volumului de gaz degajat, sugerand un efect inhibator dependent de doza, figura 3.9

(Duca et al., 2023; Duca et al., 2022).
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Figura 3.9 Volumul gazului degajat in timpul fermentatiei aerobe a borhotului de cereale in
prezenta aditivului de vanilina (Duca et al., 2022)

In prezenta catechinei (figura 3.10), cinetica degajirii de CO» evidentiazi un comportament
dependent de concentratie. La concentratia de 0,052 mmol/L, degajarea de gaz este constant
superioard martorului pe tot parcursul experimentului, atingdnd un maxim de 180,31 cm?® la
61 ore, comparativ cu 163,63 cm? pentru martor. Aceasta diferenta reflectd un efect de stimulare a
procesului de fermentatiei aerobe (Duca et al., 2023; Duca et al., 2022).

La concentratii mai ridicate (0,1-0,21 mmol/L), s-a constatat o inhibare evidentd a
procesului de fermentatie aerobe. Comparativ cu vanilina, care prezintd un model similar de
raspuns bifazic (figura 3.9), catechina manifestd un efect stimulator mai clar la concentratie mica
si o inhibitie mai pronuntata la doze crescute. Aceasta sugereaza o sensibilitate enzimatica ridicata
fatd de structura polifenolica a catehinei, cu posibila implicare in reglarea redox sau interactiuni

directe cu complexul enzimatic responsabil de fermentatie.
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Figura 3.10 Volumul gazului degajat in timpul fermentatiei aerobe a borhotului de cereale
in prezenta aditivului de catechind (rezuitate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Rezultatele obtinute demonstreazd ca substantele de origine naturald cu proprietati

antioxidante, prezinta efecte pronuntate asupra fermentatiei aerobe in conditii mezofile. Cele mai

eficiente concentratii de aditivi studiati sunt rezumate in tabelul 3.6 si figura 3.11

(Duca et al., 2023; Duca et al., 2022).

Tabelul 3.6 Eficienta comparativa a diferitelor tipuri de SBA in procesul de fermentatie
aerobe a borhotului de cereale*

Nr. SBA C, mg/L Volumul total a CO; emis, cm® | Durata de fermentare,
ore
1. DHFA 0,54+0,02 208,62+2,1 70
2. Tomatina 0,45+0,01 233,46=+1,2 78
3. Sclareol 0,48+0,01 257,09+2,4 55
4, Vanilina 0,68+0,02 229,64+1,3 69
5 Catechina 0,70+0,02 180,31+1,6 61

* rezultate obtinute in
*»<0,05

cadrul tezei de doctorat

Tabelul comparativ sintetizeaza influenta a cinci SBA asupra fermentatiei aerobe, prin

raportarea volumului total de CO2 emis, a duratei procesului si a cantitdtii medii de gaz eliberat pe

ora. Datele evidentiaza faptul ca, dintre toti compusii testati, sclareolul (0,48 mg/L) a generat cel

mai ridicat volum de CO: (257,09 cm®) intr-un timp scurt (55 h), ceea ce reflectd un efect

stimulator asupra procesului de fermentatie. In timp ce in prezenta catechinei volumul de CO»

degajat este cel mai mic (180,31 ¢cm® in 61 h), ceea ce poate reflecta o eficientd scizuti la

concentratia aplicata.
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Figura 3.11 Cantitatea medie de CO2 emis, cm*h in functie de tipul de SBA introdus in
biomasa fermentata (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Diagrama din figura 3.11 evidentiaza distributia cantitatii medii de CO; eliberata pe ora in
timpul fermentatiei aerobe, in prezenta a cinci SBA. Dintre toate substantele testate, sclareolul se
remarca printr-o valoare medie semnificativ superioara (4,67 cm?® COx/h), ceea ce indica o activare
rapidd si sustinuta a metabolismului fermentativ. Acest rezultat este in deplin acord cu volumul
total ridicat de CO; si durata scurtd a fermentatiei observate anterior, confirmand eficienta ridicata
a sclareolului ca stimulator metabolic.

Rezultatele obtinute indicd, de asemenea, ca utilizarea in biomasa fermentatd a SBA in
concentratii mai mari nu se dovedeste a fi eficientd, deoarece in general, aceasta nu determind o
accelerare semnificativa a procesului de fermentatie aerobe. Acest aspect sugereaza existenta unui
prag optim de concentratie, peste care efectul aditivului nu mai contribuie la imbunatatirea cineticii
fermentative, iar utilizarea excesiva devine ineficienta atat din punct de vedere economic, cat si
tehnologic.

Pe baza acestor observatii, se poate sugera ca eficienta aditivilor in accelerarea fermentatiei
aerobe a biomasei din sectorul agroindustrial este strans legata de structura lor moleculara si de
proprietatile lor biologice, in special cele antioxidante, antihipoxante si antimutagene. Probabil,
aceste caracteristici influenteaza interactiunile dintre SBA si microorganismele implicate in
procesul fermentativ, contribuind la stabilizarea conditiilor optime pentru activitatea metabolica a
acestora. In acest context, o intelegere mai profundi a relatiei dintre structura chimica a aditivilor
si efectele lor asupra fermentatiei ar putea permite optimizarea utilizdrii acestora pentru

imbunatatirea eficientei proceselor biotehnologice.
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3.4 Studiul impactului unor SBA asupra cineticii procesului de fermentatie
anaeroba a biomasei

Pentru a descompune borhotul din industria bauturilor alcoolice in zaharuri care pot fi
transformate in continuare In biocombustibili gazosi sau lichizi sau in alte produse utile, este
adesea folositd conversia biochimicd de catre microorganisme si enzime (Zhe et al., 2020;
Merlin et al., 2014), desi alte abordari precum coagularea si oxidarea au fost de asemenea propuse.
In general, digestia biochimica este un proces relativ lent care necesitd un anumit timp pentru
transformarea biomasei in produse. Dintre aceste tehnologii, fermentatia aeroba si anaeroba sunt
procesele cele mai populare, avand ca rezultat producerea de biogaz care contine in principal
biometan, dioxid de carbon si, in cantitditi mai mici de biohidrogen, hidrogen sulfurat
(De Baere, 2000). In timpul fermentatiei anaerobe, bacteriile sunt aplicate pentru a hidroliza
carbohidratii in zaharuri care sunt digerabile de alte bacterii metanogene care, la randul lor, produc
biogaz din componentele digerabile ale biomasei. In functie de conditiile biochimice ale
fermentatiei anaerobe, biogazul cu continut ridicat de metan (Rafique et al., 2010) sau hidrogen
(Chandra et al., 2012) poate fi produs in conditii fara oxigen, sau sub presiune ridicata
(Pages et al., 2011) sau folosind alte abordari, cum ar fi addugarea de compusi bioactivi, care
accelereaza digestia biochimica si fac posibild obtinerea de cantitati mult mai mari de biometan si
biohidrogen 1n timp mai scurt (Yadvika et al., 2004; Lu et al., 2008).

Procesul de fermentatie anaeroba a borhotului de cereale este destul de complicat si include
o serie de etape, care pot fi reprezentate printr-un sir de procese (tabelul 3.7) (Fuess et al., 2024):

Tabelul 3.7 Mecanismul procesului de fermentatie anaeroba a borhotului de cereale*

Etapa Reactia AG°
(kJ mol-1)

Acetogeneza HPr + 3H,O — HAc + H+ HCO5’ +76,1
HBu + 2H,0 — 2 HAc + H* +48,3

EtOH + H,O — HAc + H'+ 2H» +9,6

HLa + 2H,O — HAc + HCO; + H™+ 2H, —4.2
Homoacetogeneza 2 HCO; + 4 Ho+ H'— HAc + 2H,O —104,6
Sulfuridogeneza 3 SO4*+ 4 HPr — 3HS + 4 HCO; + H'+ 4 Hac —150,6
(oxidare incompleti a SO4*+ 2 HBu — HS ™+ H'+ 4 Hac —55.5
bacteriilor reducdatoare SO4*+ 2 EtOH — HS™+ 2 H,O + H"+ 2 Hac -132,7
de sulfati (SRB) SO4*+2 HLa — HS+2 HCOs + H'+ 2 Hac -160,1
S04+ CH — HS +2 HCOs + 3H™+ 2 Hac —358.0
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Continuare tabelului 3.7

Sulfuridogeneza SO+ HAc — HS + 2 HCOs~ -47,3

(oxidare completa SRB) 7 SO+ +4 HPr — 7HS + 12 HCOs + H* —341,0

10 SO4* 4 HBu — 10 HS ™+ 16 HCO5 + 2H —492.0

3 SO4# +2 EtOH — 3 HS + 4 HCOs; + H'+ 2 H,O —227,3

3S04# +2HLa— 3 HS+6 HCOs + H" —255,3

3S04#+CH—3HS +6HCO;+3H" —452,5

3 SO4# +4MeOH — 3 HS +4 HCO; +4 H,O0 +4 H* -361,7

Sulfuridogeneza (SRB SO4# + 4Hy+ H'— HS + 4H,0 -151,9
hidrogenotrofe)

Metanogeneza HAc + H,O — HCO3 + CH4 -31,0

acetoclasticd

Metanogeneza HCO; + 4 Hx+ H'— CHs+ 3H,O —135,6

hidrogenotrofica

*CH-carbohidrati; EtOH-etanol; HAc-Acetat; HBu-butirat; HLa-lactat; HPr-propionat; MeOH-metanol

Cresterea eficientei productiei de biogaz poate fi realizatd prin utilizarea diferitelor SBA
de origine naturald (Yadvika et al., 2004). In aceasti ordine de idei, in scopul eficientizarii
procesului de valorificare a borhotului din industria bauturilor prin fermentatie anaeroba cu
cresterea cantitatii de metan in biogaz si de produse valoroase in sediment si in faza lichida, s-a
recurs la stimularea procesului metanogenezei prin introducerea in lichidul aflat in faza
metanogena a fermentatiei unor microadaosuri de SBA.

A fost investigat procesul de fermentatia anaerobd a biomasei reziduale, reprezentata de
borhotul de cereale, in prezenta unor SBA, in vederea obtinerii biogazului, conform protocolului
standardizat VDI 4630 (Oleszek et al., 2013). Fermentatia a fost realizata in regim mezofil, la o
temperaturd constanta de 37 °C si un pH de aproximativ 7,0, utilizand un volum de lucru de 0,8 L.
Amestecul fermentativ a inclus 3% material solid, iar raportul substrat/inocul (S:I) a fost stabilit
la 1:2, conform cerintelor metodologice.

Ca sursa de inocul este utilizat reziduul post-fermentatie provenit de la o instalatie locala
de biogaz, pentru a asigura o comunitate microbiana adaptatd procesului anaerob. Substantele
biologic active au fost adaugate in concentratie unitara de 3 mg/L biomasa, In vederea evaludrii
efectului acestora asupra randamentului procesului metanogenic. Continutul total de biogaz si
fractia de metan au fost determinate utilizand analizatorul GFM 400, iar valorile obtinute sunt
prezentate in tabelul 3.8. Procesul a fost considerat finalizat in momentul in care volumul zilnic

de biogaz a scazut sub 1% din cantitatea totalda cumulata. Rezultatele au fost exprimate in conditii
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standard (1013 hPa, 273 K) si raportate la volumul de biogaz/metan produs per kilogram de borhot
(dm3/kg) (Duca et al., 2023).

Tabelul 3.8 Volumul de biogaz si continutul de metan obtinut sub influenta SBA*

SBA Randament biogaz, Metan, dm*/kg
dm’/kg biomasi biomasi
Control 320 190
DHFA 580 322
Escina 370 205
Tomatina 355 202
Sclareol 315 187
Vanilina 335 212
Catehina 329 198
Betulina 370 225
Mentol 319 186

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat; p<0,05

Tabelul 3.8 prezinta influenta mai multor SBA asupra volumului total de biogaz generat
(dm’/kg substrat) si asupra fractiei de metan continutd in acesta. Parametrii analizati oferd o
imagine de ansamblu asupra eficientei procesului anaerob de conversie a borhotului de cereale in
biometan, in prezenta unor aditivi cu potential redox diferit.

Datele obtinute indica faptul ca adaugarea DHFA a avut cel mai pronuntat efect stimulator
asupra procesului de fermentatie anaeroba, determinand o crestere substantiald a volumului de
biogaz pani la 580 dm?/kg, comparativ cu varianta martor (320 dm*/kg). De asemenea, DHFA a
condus la cel mai 1nalt randament metanogenic, atingdnd 322 dm?/kg metan, ceea ce reflectd atat
o activitate microbiand intensificatd, cat si o conversie eficientd a substratului in principala
componentd energetica.

In schimb, alte SBA, precum escind, tomatina, catechina si betulina, desi au condus la
volume totale de biogaz apropiate (in intervalul 355-370 dm’/kg), au generat cantititi de metan
semnificativ mai reduse (202-225 dm?/kg), ceea ce sugereazi o proportic mai mici de metan in
biogazul rezultat. Vanilina a prezentat un randament constant, cu un volum total de biogaz de
335 dm?/kg si un continut de metan de 212 dm?/kg, usor superior martorului (190 dm?/kg).

Substantele sclareol si mentol au avut un efect limitat asupra randamentului procesului,
generand valori apropiate de cele ale martorului atit in ceea ce priveste volumul de biogaz total

(315-319 dm’/kg), cat si continutul de metan (186187 dm?/kg). Aceste rezultate pot fi asociate
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cu o interactiune slabd sau chiar inhibatoare asupra consortiului microbian anaerob implicat n
metanogeneza.

Se poate concluziona cd DHFA este cel mai eficient SBA testat, atat in ceea ce priveste
cresterea volumului total de biogaz, cat si a randamentului de metan, confirmand rolul sdu potential

ca agent de activare metabolica in procesele anaerobe.
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Figura 3.12 Randamentul de metan, % in volumul de biogaz total
(rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Figura 3.12 oferd o reprezentare comparativa a eficientei procesului de fermentatie
anaerobi a borhotului de cereale, exprimati prin volumul total de biogaz generat (dm>/kg substrat)
si randamentul de metan (%), in prezenta mai multor SBA. Acesti doi parametri sunt esentiali
pentru evaluarea atat a cantitdtii absolute de gaz obtinut, cat si a valorii energetice a acestuia.

Acidul dihidroxifumaric s-a evidentiat prin obtinerea celui mai ridicat volum de biogaz —
580 dm’/kg, ceea ce indicd un efect puternic de stimulare a activititii microbiene anaerobe
generale. Cu toate acestea, In pofida productiei ridicate de biogaz, randamentul de metan a fost
relativ scazut — 55,5%, inferior valorii inregistrate pentru martor (59,4%).

Prin contrast, vanilina a determinat cel mai mare randament metanogenic — 63,3%, in
contextul unui volum total de biogaz moderat (335 dm®/kg). Aceasti eficienta ridicatd a conversiei
sugereaza o selectivitate superioara in favoarea metanogenezei, aspect esential pentru aplicatiile
energetice ale biogazului. In mod similar, catechina si betulina au condus la randamente de metan
peste 60%, confirmand un impact pozitiv asupra etapelor finale ale fermentatiei anaerobe, chiar

daca volumul de gaz total a fost mai redus.
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Sclareolul si mentolul au generat valori apropiate de martor atat in ceea ce priveste volumul
total de biogaz (315-319 dm?3/kg), cat si randamentul de metan (58,3-59,3%), sugerand un efect
slab sau neutru asupra procesului de fermentatie anaerob. Escina si tomatina, desi au produs
volume moderate de biogaz, au inregistrat randamente de metan mai scazute (55,4-56,9%),

indicand o conversie partiala a substratului in produse nedorite din punct de vedere energetic

3.5 Calculul computational al mecanismului procesului de fermentatie anaeroba in
prezenta substantelor biologic active

Fermentatia aeroba si anaeroba sunt procese celulare complexe, desfagurate Tn mai multe
etape, fiecare implicAnd actiunea unor enzime specifice ale microorganismelor. In cazul
fermentatiei anaerobe, mecanismul cuprinde zece etape succesive, majoritatea dependente de
enzime celulare. In ambele tipuri de fermentatie, prima etapa — fosforilarea carbohidratilor
(precum glucoza), care actioneaza ca substrat de baza — este si cea mai lenta, devenind astfel
factorul limitativ al vitezei globale a procesului. Avand 1n vedere acest aspect, in cadrul acestei
lucrari s-a studiat influenta diferitelor SBA cu proprietati antioxidante asupra desfasurarii reactiei
de fosforilare.

Din perspectiva chimiei structurale, in aceasta reactie are loc transferul grupului fosforil

terminal (POs) de la molecula ATP la atomul de oxigen hidroxilic legat de atomul de carbon Cs al

glucozei.
/,0
HO— P\
H,C—OH H, C—()
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()H ATP ADP OH OH
H OH H OH

Figura 3.13 Reactia de transfer al grupului fosforil terminal (PO3) de la molecula de ATP

Acest transfer se realizeaza intracelular prin intermediul enzimei hexokinazei in prezenta
obligatorie a ionilor de Mg?*, care sunt cofactori, adicd compusi anorganici, fird de care reactia
enzimaticd nu ar putea avea loc. Energia Gibbs AG® pentru acest proces constituie -16,7 kJ/mol.

Tonii Mg?*, interactionand cu anionii ATP,*, care sunt, de asemenea, prezenti in plasma
intracelulari (Sabirov si Okada, 2005), formeazi complexul [MgATP,,]*, prezentat in figura de
mai jos (figura 3.14).
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Figura 3.14 Interactiunea ionilor Mg?* (cofactor) cu anionii acidului adenozin trifosfatic

Complexul format [MgATPa]* reactioneazi ulterior cu molecula de glucozi prin
intermediul enzimei glucochinaza. Aceasta enzima efectueaza transferul grupului fosforil de la
complexul [MgATPan]* la atomul de oxigen hidroxilic legat de atomul de carbon Cs al glucozei.
Ca rezultat al acestei reactii, se formeaza glucozo-6-fosfat si adenozin difosfat (ADP) ca produsele
ale acestei reactii (figura 3.13).

In continuare, avand in vedere multiplele posibilititi de coordonare a cationului Mg?* cu
anionul ATP*, am considerat important si studiem structura electronici si geometrica a izomerilor
complexului [MgATPan]*.

In acest scop, am realizat calcule chimico- cuantice ale structurii electronice si geometrice
a posibililor izomeri ale complexului [MgATP.]*> folosind metoda DFT (B3LYP)
(Lee et al., 1988) 1n baza orbitalilor atomici 6-31G(d) cu ajutorul programului GAUSSIAN 09
(Frisch et al., 2009).

In figura 3.15 este prezentati geometria optimizatid si energia totali a complexului
[MgATP,,]* atunci cand cationul Mg?" este coordonat intre atomii de fosfor P2 si P3. Este usor de
observat c, in acest caz de coordonare a cationului Mg?" cu anionul ATPan*, nu exista rupturi in
legiturile atomilor P2 si P3 cu atomii de oxigen cu care acestia erau legati in anionul ATP,,*.

Totusi, coordonarea cationului Mg®" intre atomii de fosfor P1 si P2 din complexul
[MgATP,,]* schimbi radical structura lantului de trifosfat (figura 3.16), ceea ce duce si la o energie

totald mai micd — E. acestui complex (comparativ cu sistemul din figura 3.15) cu 50,63 kcal/mol.
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E = -2864.550630 a.u.

Figura 3.15 Structura optimizata a complexului format in rezultatul interactiunii dintre
Mg?* si atomii de oxigen legati cu atomii de fosfor P2 si P3 ai anionului ATPan*
(rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Figura 3.16 arata ca grupul fosforil PO3, format din atomul de fosfor P3 si cei trei atomi de
oxigen legati de el, se conecteazd cu celelalte grupuri fosfat prin legatura Mg—O*, avand o
lungime de 1,94 A. Sarcina acestei grupe fosforil este de -0,737.

Adica, gruparea fosforild in cauza este capabila sa se desprinda cu usurintd de complexul
[MgATP.s]*, de exemplu, atunci cand interactioneazi cu protonii prezenti in plasma intracelulara,
chiar nainte de momentul legarii sale la enzima hexokinaza si transferul acestei grupe la molecula

de glucoza efectuat de aceasta enzima (etapa 1 din figura 3.13).

Figura 3.16 Structura optimizata a complexului format in rezultatul interactiunii dintre
Mg?* si atomii de oxigen ce apartin atomilor de fosfor P1 si P2 a anionului ATP*. Lungimea
legaturii Mg---O* este egala cu 1,95A (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Deoarece pH plasmei intracelulare a diferitelor organisme variaza de la 6,8 la 7,1,
probabilitatea elimindrii preliminare (inainte de interactiunea cu enzima) a gruparii fosforil in

cauza intr-un mediu intracelular slab acid este foarte mare. In acest sens, tindnd cont de efectul
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catalitic al DHFA asupra procesului de fermentatie aerobe pe care l-am descoperit experimental,
am presupus ci moleculele acestui acid, care interactioneazi cu complexul [MgATP,,]* prezentat
in figura 3.16, sunt capabile sd previna detasarea prematura a gruparii fosforil,astfel crescand
proportia complecsilor [MgATPa,]* care ajung la enzima hexokinazi cu gruparea fosforil intacta.
Calculele DFT pe care le-am efectuat au confirmat pe deplin aceasta ipoteza.

In figura 3.17 este prezentat sistemul molecular [MgATP., si DHFA]*care apare in urma
interactiunii complexului [MgATPa]* cu o moleculd de acid dihidroxifumaric. Legitura de
hidrogen intramoleculard Op-H1-Oa stabilizeaza grupa fosforild a atomului P3 si il protejeaza de

atacurile protonilor intracelulari.

AE form. =-0.0504837 a.u=
= -31.7 kcal/mol

Figura 3.17 Structura optimizati a complexului format in rezultatul reactiei dintre o
moleculi a acidului dihidroxofumaric cu complexul [MgATP,,]*
(rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Rezultatele calculelor chimico- cuantice arata cd energia totald a complexului [MgATP.n si
DHFA]? este cu 31,68 kcal/mol mai mici decat energia totald a reactivilor initiali care il formeaz:
[MgATP.,]* si DHFA. In acest complex (ca intr-un fel de ,,matrice”), un fragment al moleculei
DHFA este aproape perfect ,,inglobat” intre gruparea fosforil si una dintre gruparile hidroxil ale
ciclului ribozei, iar acest fragment formeaza doua legaturi de hidrogen intramoleculare: legatura
O*--- H1—Oa cu atom de oxigen O* din grupa fosforila, precum si o legatura intramoleculara de
hidrogen H2, care conecteaza un fragment de DHFA cu unul din atomi de oxigen din hidroxil a

ciclului de riboza.
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Astfel, fragmentul structural al DHFA inclus in complexul [MgATP., si DHFA]* reduce
semnificativ labilitatea gruparii fosforil a atomului P3 si, de asemenea, protejeaza atomii de oxigen
de atacul protonilor prezenti in plasma intracelulara.

Adica, de fapt, efectul catalitic al DHFA asupra procesului de fermentatie consta in o
crestere a numirului de complexe [MgATP.]> capabile si atingd centrul activ al enzimei
hexokinaze fara scindarea gruparilor lor fosforil in timpul procesului de difuzie si sa participe la
procesul ulterior de fosforilare a glucozei.

Aceste rezultate teoretice coincid cu rezultatele experimentale obtinute in cadrul tezei de
doctorat care demonstreaza capacitatea inaltd a DHFA de captare a radicalilor liberi si, ca urmare,
un potential antioxidant semnificativ. Totodatd, DHFA a aratat rezultate care evidentiaza o eficientd
semnificativa in accelerarea proceselor de fermentare aerobe a biomasei (tabelul 3.6). Studiul
impactului unor SBA asupra cineticii de fermentatie anaeroba a biomasei a demonstrat ca si in
acest caz DHFA arata capacitate de accelerare a emiterii biogazului cu un continut ridicat de metan

(figura 3.12 si tabelul 3.8).

3.6 Concluzii la capitolul 3

l. Substantele biologic active testate au influentat semnificativ fermentatia aeroba a
borhotului de cereale, determinand variatii ale volumului de CO: emis si ale duratei procesului.

2. Tomatina a generat cel mai mare volum de CO; (291 ¢cm® in 65 h), indicand un efect
accelerativ asupra procesului de fermentatie in conditii aerobe.

3. Substantele biologic active testate au influentat diferentiat metabolismul
fermentativ, evidentiindu-se prin volume si cinetici distincte ale degajarii de CO». Astfel, DHFA a
generat cel mai mare volum (266 cm®) in 76 h, in timp ce in prezenta escinei a fost generat un
volum comparabil (251 ¢cm?) intr-un timp mai scurt (55 h), sugerand o activare mai eficientd a
procesului. Vanilina, sclareolul si catechina au prezentat o activitate fermentativa moderata, cu
volume degajate mai reduse (180-232 cm?) si o cineticd mai lent, ceea ce indici o eficientd mai
scazuta 1n stimularea procesului fermentativ anaerob comparativ cu tomatina.

4. Cresterea concentratiei de SBA peste concentratia de 0,1-0,15 mmol/L nu a condus
la o intensificare a fermentatiei, sugerand o limita de saturatie enzimatica sau toxicitate.

5. Fermentatia anaeroba a fost eficient stimulatd de DHFA, escina si betulind, care au
favorizat productia crescutd de biogaz si biometan. DHFA a avut cel mai pronuntat efect stimulator
asupra digestiei anaerobe, determinand o crestere substantiald a volumului de biogaz pana la

580 dm>/kg, comparativ cu varianta martor (320 dm>/kg). De asemenea, DHFA a condus la cel mai
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inalt randament metanogenic, atingdnd 322 dm’/kg metan, ceea ce reflectd atdt o activitate
microbiand intensificatd, cat si o conversie eficienta a substratului in componentul energetic dorit.

6. Modelarile cuanto- chimice efectuate prin metoda DFT (B3LYP/6-31G*) au
demonstrat ci molecula de DHFA interactioneazi favorabil cu complexul [MgATPan]*, reducand
energia totald a sistemului cu 31,7 kcal/mol, ceea ce indica formarea unui complex stabil. in cadrul
acestei interactiuni, gruparea fosforil a atomului P3 este stabilizatd prin doua legaturi de hidrogen
intramoleculare, iar legitura Mg—O* are o lungime de 1,95 A, ceea ce limiteazi labilitatea gruparii
POs™ si previne desprinderea sa prematura. Acest efect permite ca un numar mai mare de complexe
[MgATPan]* si ajungi intacte la enzima hexokinazi, facilitind transferul grupirii fosforil si
accelerand astfel etapa-cheie a fosforilarii glucozei in fermentatia anaeroba.

7. Prezenta fragmentului DHFA in complexul enzimatic reduce labilitatea fosforilului
si protejeaza atomii de oxigen, contribuind la eficientizarea fosforilarii glucozei in fermentatia

anaeroba.
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4. ANALIZA PROCESULUI DE FERMENTATIE ANAEROBA A
TESCOVINEI DE STRUGURI

4.1 Necesitatea de valorificare a produselor secundare vitivinicole

In afara produselor de bazi, must si vin, de la prelucrarea strugurilor si conditionarea
vinurilor rezultd si Insemnate cantitati de alte produse, grupate sub numele generic de produse
secundare vitivinicole sau subproduse (Souza da Costa, 2022). Prin subprodus se intelege ceea ce
se obtine dintr-un material in cursul prelucrarii si care nu mai poate fi utilizat in acel proces de
prelucrare. In vinificatie ponderea produselor secundare depiseste 18-20% din cantitatea
strugurilor prelucrati. Potrivit Raportului anual de activitate al ONV'V pentru anul 2020, suprafata
totala ocupata de vita-de-vie in Republica Moldova a fost de aproximativ 122 mii hectare, dintre
care 68 200 ha cu soiuri tehnice (Oficiul National al Viei si Vinului, 2021). Dintre acestea, au fost
produse 18 milioane dal de vin si 3,5 milioane dal de materiale vitivinicole pentru distilat in valoare
de 200 milioane dolari. De asemenea, din aceastd cantitate de productie de vin si coniac s-au
obtinut produse secundare vitivinicole: 80 mii tone de tescovind, 40 mii tone de tuns, 25 mii tone
de seminte, 20 mii tone de drojdie si 10 mii tone de creste. Pentru 1000 dal de materiale vinicole
se formeaza urmatoarea cantitate de sedimente de drojdie: drojdie lichida la prima indepartare a
vinului — 50 dal; precipitatii in timpul elimindrii ulterioare a vinului — 15 dal; sedimente de drojdie
stoarse (presate) — 200 kg (Oficiul National al Viei si Vinului, 2021). Pentru fiecare milion decalitri
vin produs, se pot obtine 50-80 tone de acid tartric prin procesarea deseurilor vitivinicole.

Produsele secundare de baza in vinificatie sunt: tescovina, care rezultd de la presarea
strugurilor in cazul producerii vinurilor albe si roze (Gongalves, 2024), a produselor fara alcool si
de la presarea bostinei fermentate, in cazul producerii vinurilor rosii; sedimentele de limpezire;
sedimentele de drojdii (Lachman et al., 2013). Cantitatea de deseuri se poate calcula dupa
indicatorul deseurilor specifice, detinut ca raport Intre masa deseurilor acumulate raportatd la masa
produsului comercializabil, tabelul 4.1.

Tabelul 4.1 Cantitatea de deseuri dupa indicatorul deseurilor specifice (Ips)

Deseuri Ibs
Tescovina 0,136-0,145
Sediment de limpezire 0,015-0,050
Sediment de drojdii 0,03-0,045

*Utilizarea complexa a tescovinei de struguri, mere si alte deseuri agroindustriale. Ghid de bune
practici. https://intelwastes.utm.md/
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In cadrul studiului, a fost utilizata tescovina de struguri, recunoscuti drept o sursa valoroasa
de SBA cu proprietati antioxidante. Probele au fost colectate din sectia de microvinificatie a
Universitatii Tehnice a Moldovei si pastrate la o temperatura controlata de -18°C pana la utilizare.
Pentru analiza compozitiei fenolice, s-au aplicat metode cromatografice de Inaltd performanta
(HPLC-DAD-MS-ESI), utilizand extracte obtinute in medii hidroalcoolice si acetonice.

Cromatogramele extractelor etanolice analizate sunt prezentate in figura 4.1.
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Figura 4.1 Cromatogramele extractelor etanolice a tescovinei de struguri rosii :a- A =280,
b- A =350, c- A =520 nm (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Cromatogramele extractelor in acetona a tescovinei de struguri rosii sunt prezentate in figura 4.2.
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Figura 4.2 Cromatogramele extractelor in acetona a tescovinei de struguri rosii a- A = 280,
b- L =350, c- A = 520 nm) (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Caracteristicile DAD si MS/ESI, compusii individuali atestati, precum si subclasa din care
fac parte acesti 21 derivati fenolici identificati sunt prezentati in tabelul 4.2. Au fost identificati: 6

antociani, sub forma de glicozide, 11 flavanoli si 3 acizi hidroxicinamici.
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Tabelul 4.2 Datele DAD si MS obtinute dupa ionizarea pozitiva a extractelor din tescovina

de struguri rosii *

Varful | Timp de uv [M+H]* Compus fenolic Subclasa
nr. retentie Amax (m/z)
R¢ (min) (nm)
1. 3,24 270 139 Acid 2-hidroxibenzoic Acid
hidroxibenzoic
2. 11,46 280 579 Dimer de procianidina, Flavonoide
izomer |
3. 12,10 530; 493 Malvidina-glucozida Antocianine
280 463 Peonidind-glucozida Antocianine
4. 12,48 280 291 Catechina Flavonoide
5. 13,07 280 579 Dimer de procianidina, Flavonoide
izomer II
6. 13,57 323 343 Acid cafeic-glucozida Acid
hidroxicinamic
7. 13,86 280 291 Epicatechina Flavonoide
8. 14,42 530; 535 Malvidina-malonil-glucozida Antocianine
280
9. 14,74 350;250 493 Izorhamnetina-glucuronida Flavonoide
10. 15,85 530;280 535 Malvidina-diglucozida Antocianine
11. 15,90 360; 611; 303 Quercetina-rutinozida Flavonoide
260 (Rutind)
12. 16,28 360; 465; 303 Quercetina-glucozida Flavonoide
260 625; 317 Izorhamnetina-rutinozida Flavonoide
13. 17,03 530; 639; Malvidina-cumaroil- Antocianine
280 609 glucozida Antocianine
Peonidina-cumaroil-
glucozida
14. 17,06 360; 479; 303 Quercetina-glucuronida Flavonoide
260
15. 18,03 332 339 Acid cumaroilchinic Acid
hidroxicinamic
16. 21,49 360; 303 Quercetina Flavonoide
260
17. 23,32 350; 317 Izorhamnetina Flavonoide
250

* rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Continutul de compusi fenolici din extractele de struguri rosii, exprimat in mg/g S.U. este

prezentat in tabelul 4.3.
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Tabelul 4.3 Continutul de compusi fenolici in extractele de tescovini de struguri rosii
obtinute dupa fermentatie: I- Merlot/Cabernet 60/40 (MCa) si II- Cabernet (Ca)*

Virful R¢ Compus fenolic, MCa, MCa, Ca, Ca,
nr. (min) mg/g substanta uscata etanol | acetona etanol acetona
1. 3,24 Acid 2-hidroxibenzoic 0,343 0,478 0,459 0,361
11,46 Dimer de procianidina, 1,003 0,974 1,351 1,677
izomer |
3. 12,10 Malvidina-glucozida 0,146 0,107 0,218 0,167
Peonidina-glucozida
4, 12,48 Catechina 1,929 1,964 2,562 3,308
5. 13,07 Dimer de procianidina, 2,164 2,286 2,494 3,034
izomer II
6. 13,57 Acid cafeic-glucozida 0,173 0,195 0,163 0,265
7. 13,86 Epicatechina 3,169 3,254 3,680 4,449
8. 14,42 Malvidina-malonil- 0,106 0,085 0,137 0,161
glucozida
9. 14,74 Izorhamnetina-glucuronida | 0,422 0,443 0,788 0,863
10. 15,85 Malvidina-diglucozida 0,074 0,070 0,080 0,083
11. 15,90 Quercetina-rutinozida 0,275 0,541 0,451 0,860
(Rutina)
12. 16,28 Quercetina-glucozida 0,168 0,329 0,217 0,479
Izorhamnetina-rutinozida
13. 17,03 Malvidina-cumaroil- 0,120 0,117 0,155 0,170
glucozida
Peonidina-cumaroil-
glucozida
14. 17,06 Quercetind-glucuronida 0,551 0,866 0,665 1,059
15. 18,03 Acid cumaroilchinic 0,257 0,409 0,203 0,839
16. 21,49 Quercetind 0,308 0,702 0,465 0,892
17. 23,32 Izorhamnetina 0,367 0,570 0,398 0,547
Fenolici total 11,574 | 13,391 14,487 19,214

* rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Continutul de compusi fenolici din tescovinele de struguri este esential si variaza intre 11,6-
19,2 mg/g substantd uscatd. Extractia in acetond este mai intensa decdt in solutie etanolica
(60% vol).

S-a constatat prezenta unor cantititi esentiale de compusi fenolici, printre care predomind
epicatehina (3,2-4,5 mg/g substanta uscatd), catehinele (1,9-3,3 mg/g substanta uscatd) si dimer de

procianidina, izomer I (1,0-1,7 mg/g s.u.) si dimer de procianidind, izomer II (2,2-3,0 mg/g s.u.).

Structura acestor procianidine este prezentata in figura 4.3.
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Figura 4.3 Structura dimerilor procianidinei I (A) si II (B) (Chedea, 2016)

Activitatea antiradicalica si antioxidanta a extractelor hidroalcoolice din produse secundare
vitivinicole a fost determinata la diferite valori ale pH: acid pH =2 si bazic pH =8. Valorile pH au

fost selectate din considerentul corespunderii acestora mediului gastric si intestinal.

Tabelul 4.4 Activitatea antiradicalica si antioxidanta a extractelor de tescovina de struguri
in diferite medii *

Extracte Activitatea antiradicalica, Activitatea antioxidanta,
% DPPH inhibat % peroxid de hidrogen inhibat
Mediu acid, Mediu bazic, Mediu acid, Mediu bazic,
pH=2 pH=8 pH=2 pH=8
MCa/etanol 75,65+1,53 70,80+2,52 42,64+0,39 37,47+0,40
MCa/acetona 77,03+£0,95 69,66+1,60 46,89+0,38 40,74+0,47
Ca/etanol 82,25+1,11 66,22+1,10 49,73+0,28 42,51+0,21
Ca/acetona 89,77+1,30 82,65+2,27 46,97+0,76 43,97+0,26

* rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat
Activitatea antiradicalica determinatd prin testul DPPH variaza intre 77-90% de radical
inhibat in mediu acid si 66-90% de radical inhibat in mediu bazic. Extractele obtinute in acetona
manifestd o crestere nesemnificativa fatd de extractele etanolice, ceea ce poate fi explicat prin
continutul sporit de SBA. Activitatea de captare a radicalilor liberi, detinutd de flavonoidele din
aceste extracte de plante, depinde de concentratia si capacitatea de captare a radicalilor de catre

compusii individuali prezenti in fiecare extract.
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Cercetdrile au aratat cd activitatea anti-radicalicd a procianidinelor (flavonoidele anti-
radicale primare prezente in extractele din seminte de struguri si din coaja de pin) este puternica
pentru concentratii mari (> 1000 mg/L). Cand concentratiile de procianidine sunt mai mici
(200-1000 mg/L), activitatea este mai slaba. Cu toate acestea, atunci cdnd concentratiile sunt sub
200 mg/L, activitatea antiradicalica creste (Yeddes et al., 2013).

Activitatea antioxidanta este, de asemenea, dependenta de structura compusilor de captare
a radicalilor liberi, de substituentii prezenti pe inelele flavanoizilor si de gradul de polimerizare.
Desi existd discutii in ceea ce priveste dacd gradul de polimerizare influenteazd capacitatea
antioxidanta, se pare ca epicatechina si polimerii epicatehinei prezinta proprietdti antioxidante
mai puternice decat catechina si polimerii catechinei. Procianidinele B sunt antioxidanti mai buni
decat procianidina A (Chedea, 2016). Criteriile structurale pentru cei mai de succes captatori de
radicali liberi pot fi:

(1) - o grupare 3-hidroxi pe inelul C nesaturat,

(2) - o legatura 2,3-dubla cu gruparea 3-OH si 4-una in inelul C,

(3) - un model de substitutie orto-OH in inelul B 1n care grupele OH nu sunt fixate de catre
glucide (Masuoka et al., 2012; Wood et al., 2002).

Activitatea antioxidanta, exprimata prin procentul de peroxid de hidrogen inhibat variaza
intre 37-50%. Nu se atesta diferente esentiale intre activitatea antioxidanta a extractelor in functie
de mediu. Valoarea relativ redusd a activitdtii antioxidante ar putea fi explicate prin faptul, ca
peroxidul de hidrogen poate fi captat de flavonoide. Catalaza catalizeaza descompunerea
peroxidului de hidrogen 1n apa si oxigen. Prin urmare, este posibil ca activitatea antioxidanta sa

depinda intr-o masurd mai mica de compusii individuali prezenti in extracte.

4.2 Analiza capacitatii fermentative si modelarea cineticii procesului de fermentatie
anaeroba a tescovinei de struguri

Fermentatia anaeroba este un proces biologic pentru valorificarea tescovinei de struguri
care promoveazi trecerea la surse regenerabile de energie. In lucrare a fost testati tescovina de
struguri pentru producerea de biogaz prin fermentatie anaeroba. Tescovina dezghetatd a fost
utilizata ca inocul si substrat cu o concentratie de 7,5% (m/v).

Au fost testate tescovina de struguri integrala (I — MCa si II — Ca), precum si in mod
separate pielita si semintele, separate manual din tescovina de struguri I (MCa). Parametrii
tehnologici importanti pentru analiza procesului de fermentatie anaeroba sunt prezentati in

tabelul 4.5.
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Tabelul 4.5 Parametri fizico-chimici si caracteristicile biochimice ale produselor secundare
vitivinicole utilizate pentru fermentatia anaeroba*

Parametru, unit. Tescovina de Tescovina de Pelita din Seminte de
struguri I struguri I1 tescovina de struguri I
struguri I
pH 3,88+0,01 3,68+0,01 3,59+0,01 4,56+0,01

Continut total de 398+7 407+7 328+4 598+7
solide (CTS), g/kg
Necesarul biologic 597425 622425 38715 980+25
de oxigen (NBO), g

O»/kg
Compusi solubili 412+11 437+8 580£12 182+14

totali (polizaharide,
CST), g/kg CTS

Hemiceluloza, g/kg 52+3 48+2 65+3 3242
CTS
Celuloza, g/kg CTS 1477 145+5 112+12 296+14
Lignina, g/kg CTS 142+14 135+11 112+8 1819
Polifenoli totali, 18,5+0,5 21,0+0,4 24,5+0,5 3,2+0,3
g/kg CTS

Azot total, g N/kg 6,8+0,1 7,5+0,1 5,1+0,1 12,8+0,1

Fosfor total, 1,9+0,1 2,1£0,1 1,7+0,1 2,340,1

g P/kg

* rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Tabelul 4.6 prezinta valorile parametrilor fizico-chimici caracterizati pentru doua tipuri de
tescovind de struguri (I si II), precum si pentru fractiile separate ale tescovinei I — pielita si
semintele. Se observa diferente semnificative intre fractii in ceea ce priveste pH, CTS, CST,
precum si continutul in hemiceluloza, celuloza, lignind si polifenoli. Pielita prezintd cel mai ridicat
continut de CST (580 g/kg CTS) si polifenoli (24,5 g/kg CTS), indicand un potential fermentativ
sporit, in timp ce semintele au un CTS si NBO ridicat, dar un continut redus de compusi
fermentescibili si un nivel crescut de componente recalcitrante (celulozd — 296 g/kg CTS,
lignina — 181 g/kg CTS). Aceste diferente structurale si compozitionale justificd variatiile
observate in dinamica procesului de fermentatie anaerobd si randamentul de biogaz, fiind relevante
pentru evaluarea si optimizarea substratului lignocelulozic in vederea valorificarii energetice.

In figura 4.4 este prezentati dinamica acumularii volumului de gaz pe durata fermentirii
anaerobe a tescovinei de struguri I, a pielitei din tescovina de struguri I si a semintelor din

tescovina de struguri I (separare manual, dupa zdrobire).
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Figura 4.4 Volumul de gaz degajat in procesul de fermentatie anaeroba a subproduselor
vinicole (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

S-a constatat, cd desi in cazul pielitei de struguri procesul decurge mai intens, volumul de
gaz acumulat este identic cu cel care corespunde tescovinei integrale de struguri. In cazul
semintelor de struguri procesul decurge mai lent, iar volumul de gaz acumulat este mai redus.
Aceasta coreleaza cu cresterea NBO, care depinde de continutul total de solide (tabelul 4.6).

Pentru o intelegere mai aprofundatd a comportamentului fermentativ al acestor fractii, a
fost realizata o modelare cineticd a procesului, cu scopul de a descrie evolutia reactiei In functie
de parametrii experimentali.

Fermentatia anaeroba a tescovinei de struguri poate fi reprezentatd printr-o ecuatie de
gradul I, deoarece concentratia substratului este constanta, iar reactiile biochimice in procesele de

fermentatie anaeroba nu sunt exoterme si, prin urmare, nu genereaza caldura:

kr
S © CHyg 4.1
Astfel, cinetica chimica dupd un model de ordinul intai poate fi reprezentatd prin ecuatiile:
d[s]
i = kT X [S] (42)
dasl _
_ﬁ = kT X dt (43)
fo —In[S] =k, x t (4.4)

Reiesind din ecuatiile 4.1-4.4, rezulta:

—In[S;] + In[S,] = kr X t (4.5)

ln% =k, xt (4.6)
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[S] = [Sole~*r* (4.7)
unde: [St] este concentratia substratului la momentul t,
[So] concentratia initiala a substratului
kr - constanta de viteza.
Volumul teoretic de gaz poate fi definit prin ecuatia 4.8:
Vi, = f % g X mg(S) (4.8)
unde : f este factorul legat de necesarul chimic de oxigen (CCO),
q - factorul care reprezinta raportul CCO substrat/g substrat ;
mo(S) - masa de substrat, g.
Astfel, volumul de gaz obtinut in procesul de digestive anaerobd a substratului din

tescovind de struguri poate fi determinat din relatiile 4.9-4.10:

Vfi’p ol Vene g [s) (4.9)
VCH, [So] fxgxmg [So]
VeHs [51]
=1z .
fxgxmg [So] (4.10)
unde: [So] —[Si] - cantitatea de substrat digerata si transformata in CHg;
t- timpul de transformare.
Conform ecuatiei 4.5:
S1] _ —krx24 4.11
ol ¢ @.1h
astfel, volumul de gaz degajat experimental poate fi calculat din relatia 4.12:
Venl = f X q xmg x (1 — e7*kr24) (4.12)

Pentru a calcula, spre exemplu, constanta de vitezd a procesului de hidroliza anaeroba a

substratului tescovinei de struguri pe parcursul a 24 h, se va aplica relatia 4.13:

exp

1%
kr = ——xIn(1 — —5) (4.13)

fxgxmg

Din ecuatia 4.13 pot fi determinate valorile k7 pentru diferite temperaturi ale digestiei.

Corelatia dintre k7 si 7 in intervalul de temperaturd 25 - 37°C este prezentat in figura 4.5.
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Figura 4.5 Variatia constantei de viteza a procesului de fermentatie anaeroba a tescovinei
de struguri la temperatura de 296-313 K (rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat)

Constanta de viteza creste la majorarea temperaturii, in conformitate cu legea lui Arrhenius:
~Ea
ky = AXeRrr (4.14)
ceea ce permite de a calcula energia de activare a procesului:

RxInaTL
k'['2
Ea = -2 (4.15)
T1XT>

Valorile calculate sunt prezentate in tabelul 4.6.

Tabelul 4.6 Valorile experimentale ale temperaturii si constantei de reactie (kr) si valorile
medii calculate ale parametrilor cinetici (Ea si A) *

T, K kr, h! E., kJ/mol A, h!
298 0,0120 29,76 1905
301 0,0125
305 0,0145
308 0,0175
312 0,0205

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Valorile experimentale determinate au permis calculul E, si constantei Arrenius (A) a
procesului de fermentatie anaerobd a tescovinei de struguri: E.= 29,76 kJ/mol si A =1905 h'!.
Valoarea energiei de activare calculatd confirma corespunderea procesului de fermentatie anaeroba
a tescovinei de struguri unei reactii de ordinul intdi (Mahmoud et al., 2004). Rezultatele obtinute

sunt apropiate de cele identificate in studiile anterioare asupra digestiei, care au demonstrat ca

108



energia de activare a unei game largi de deseuri organice solide a variat intre 25 si 346 kJ mol™! in

timpul digestiei anaerobe (Ma et al., 2011).

4.3 Concluzii la capitolul 4

1. Tescovina de struguri a fost confirmata ca o sursa valoroasa de SBA activi, fiind
identificati 21 de derivati prin analiza cromatografica.

2. Cele doua extracte obtinute — MCa (Merlot/Cabernet 60/40) si Ca (Cabernet) — au
prezentat variatii semnificative in compozitia fenolica. Astfel, extractul MCa a avut un continut
total de compusi fenolici de 370,86 mg GAE/100 g p.e., comparativ cu 215,32 mg GAE/100 g p.e.
in extractul Ca.

3. Activitatea antiradicalica, exprimatd ca procent de inhibare a radicalului DPPH, a
fost mai mare 1n extractul MCa constituind valoarea de 71,9% comparativ cu proba Ca de 52,5%.

4. Activitatea antioxidantd fatd de peroxidul de hidrogen a fost de asemenea mai
pronuntata 1n extractul MCa (68,7%) fata de Ca (49,4%).

5. Compozitia fractionatd a tescovinei de struguri influenteaza semnificativ cinetica
fermentatiei anaerobe, demonstrand ca fractia pielitei de struguri, bogatd in compusi solubili si
polizaharide fermentabile, favorizeaza un proces de fermentatie anaeroba mai intens, in timp ce
fractia semintelor, cu un continut ridicat de celuloza si lignina, dar redus in polifenoli si compusi
solubili, conduce la o fermentatie mai lentd si 0 acumulare mai mica de biogaz.

6. Desi dinamica fermentatiei anaerobe variaza intre fractiile tescovinei, volumul de
gaz obtinut din pielitd este comparabil cu cel al tescovinei integrale, indicand contributia
majoritara a pielitei la potentialul metanogen. Corelatia cu valorile ridicate ale CCO confirma
continutul crescut de substante organice fermentescibile.

7. Analiza cinetica a fermentatiei anaerobe a tescovinei de struguri a evidentiat o
valoare a energiei de activare (Ea) de 29,76 kJ/mol si o constantd preexponentiala (A) de 1905 h*,
indicand ca procesul se incadreaza in cinetica unei reactii de ordinul intdi. Aceasta valoare este
comparabila cu datele din literatura de specialitate referitoare la digestia anaerobd a deseurilor
organice solide, confirmand validitatea modelului propus pentru substratul analizat.

8. Stabilirea parametrilor cinetici (Ea si A) a procesului de fermentatie anaerobe
oferd o baza esentiala pentru optimizarea procesului biotehnologic, permitand anticiparea
comportamentului fermentativ in functie de variatia temperaturii. Aceste date sustin proiectarea
controlatd a procesului, in vederea maximizarii randamentului de biogaz si eficientizarii

valorificarii energetice a tescovinei de struguri.
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5. VALORIFICAREA COMPLEXA A DESEURILOR DIN INDUSTRIA DE
PRODUCERE A ALCOOLULUI

5.1 Descrierea procesului de implementare a rezultatelor stiintifice la scara
industriala

Industria producitoare de alcool genereazd, pe langad produsul principal, volume
semnificative de subproduse lichide si solide, care pot constitui o sursd importantd de poluare daca
nu sunt gestionate corespunzator. In contextul actual al tranzitiei citre o economie circulari si al
intensificarii preocupdrilor legate de protectia mediului, valorificarea eficientd a acestor
subproduse agroindustriale capata un rol strategic. Acest capitol este dedicat explorarii unor solutii
tehnologice integrate care urmaresc nu doar reducerea impactului ecologic, ci si transformarea
acestor subproduse in resurse utile, cu aplicabilitate in diverse domenii industriale. Abordarea
propusd se bazeaza pe principiile bioeconomiei circulare, urmarind recuperarea compusilor
valorosi prin metode biotehnologice si chimice, contribuind astfel la optimizarea proceselor si la
dezvoltarea sustenabild a sectorului.

Implementarea rezultatelor experimentale 1n productie a fost realizatd in cadrul
intreprinderii SRL ,,Garma Grup”, localizata in satul Firladeni, raionul Hincesti. Aceasta unitate
integreazd in mod functional activitdtile unei ferme de bovine si ale unei distilarii pentru
producerea alcoolului etilic, asigurand un flux inchis de gestionare si valorificare a subproduselor
generate in propriul sistem tehnologic. Materia prima utilizatd in procesul de fermentatie anaeroba
constd exclusiv in dejectiile provenite de la ferma de bovine si in borhotul de cereale rezultat in
urma procesului de distilare (Tasca, 2025).

Subprodusele rezultate in cadrul proceselor tehnologice, constituie sursa principala pentru
instalatia de fermentatie anaeroba aflata in exploatarea intreprinderii. Prin acest proces, se obtine
zilnic o cantitate de pani la 80 mii m® de biogaz, care este valorificat energetic direct in cadrul
platformei industriale. Biogazul, astfel captat, este utilizat in cazangeria internad a fabricii de alcool
pentru generarea aburului necesar distilarii, iar o parte este convertitd In energie electrica
regenerabild, contribuind astfel la reducerea consumului de resurse conventionale si la sporirea
eficientei energetice a procesului integrat.

Aceastd configuratie operationald a oferit conditiile optime pentru desfasurarea unui
experiment aplicativ, orientat spre validarea tehnologica a unor solutii de valorificare complexa a
subproduselor agroindustriale, cu accent pe integrarea principiilor bioeconomiei circulare intr-un

cadru real, de productie continua.
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Instalatia de fermentatie anaeroba utilizata in cadrul intreprinderii SRL ,,Garma Grup” este
bazatd pe un sistem de digestoare cu functionare continud, proiectate pentru asigurarea unui proces
stabil si eficient de conversie a subproduselor de distilerie in biogaz. Tipologia aleasa permite
alimentarea constantd cu materie prima si evacuarea controlata a digestatului, asigurand un regim
operational optim pentru conditiile tehnologice ale intreprinderii.

Fiecare digestor are o constructie cilindricd, cu un diametru de 24 metri si o inaltime de
10 metri (figura 5.1), fiind previzut cu un volum util de procesare de aproximativ 3200 m>. Aceasti
capacitate permite gestionarea eficientd a amestecului format din borhot de cereale si dejectii
provenite de la ferma de bovine, constituind astfel un sistem tehnologic integrat, capabil sa

functioneze in regim stabil pe termen lung.

Figura 5.1 Imaginea foto a digestoarelor cu functionare continua a intreprinderii SRL
»Garma Grup”

Prin utilizarea acestor instalatii, intreprinderea asigura un nivel ridicat de eficientd in
conversia biomasei n biogaz, contribuind la valorificarea energetica sustenabila a subproduselor
proprii si la reducerea impactului asupra mediului inconjurator.

In prima etapa a procesului tehnologic are loc separarea borhotului de cereale rezultat din
distilarea alcoolului in doua fractii — solida si lichida (figura 5.2). In vederea valorificarii anaerobe,
este utilizatd exclusiv fractia lichidd, aceasta fiind caracterizatd printr-un continut ridicat de
materie organica solubild, usor degradabila in conditii anaerobe.

Fractia lichida este directionatd intr-un bazin deschis de amestec, unde este combinatd cu
dejectiile proaspete colectate de la ferma de bovine (figura 5.2). Aceasta etapa are ca scop obtinerea

unui substrat omogen, cu proprietati fizico-chimice adecvate pentru procesul de fermentatie
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anaerobd. Omogenizarea substratului este esentiald pentru prevenirea blocajelor tehnologice,
asigurarea unei distributii uniforme a microorganismelor si crearea unor conditii optime pentru

desfasurarea fermentatiei anaerobe.

a);’ b))

Figura 5.2 Imagini foto: a) zona tehnologica de pregatire a substratului, b) colectarea
borhotului de cereale si realizarea amestecului de fermentatie

Dupa finalizarea etapei de pregitire a substratului, amestecul omogen format din faza
lichida a borhotului de cereale si dejectiile de la ferma de bovine a fost utilizat in cadrul
experimentului pentru evaluarea influenta unei SBA asupra procesului de fermentatie anaeroba.
Pentru lotul experimental, s-au utilizat 2324,67 m? borhot lichid si 988,33 m? dejectii bovine.
Pentru testarea influentei SBA, a fost selectat DHFA, substratul a fost tratat cu SBA in cantitatea
de 113,28 g per lot experimental (Tasca, 2025). Substanta a fost introdusa direct in amestecul
omogenizat, anterior alimentarii fermentatorului, si dispersata uniform pentru a garanta o
distributie echilibrata in Intreg volumul reactiv.

Obiectivul principal al acestui experiment a fost investigarea influenta SBA - DHFA, cu
proprietati antioxidante, asupra eficientei procesului de digestie anaerobd, in conditii controlate, la
scard industriala. In mod specific, s-a urmarit evaluarea volumului total de biogaz generat, precum
si determinarea variatiilor in continutul de metan in prezenta SBA.

Un aspect tehnologic esential al implementarii a fost prezenta unui sistem automat de
amestecare cu pompd, implementat pe toate digestoarele instalatiei, configurat sa functioneze in
regim secvential, pe trei nivele verticale: inferior (Mixer Jos), mediu (prin injectie de gaz —
GasMix) si superior (Mixer Sus). Comanda electronicad a acestui sistem, ilustratd in figura 5.3,
asigurd alternanta ciclicd intre fazele de agitare si repaus, cu frecvente reglabile intre 4546 Hz si

durate programate de pana la 15 minute. Aceste functii sunt operate prin intermediul unei pompe
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de recirculare cu turatie variabild, comandata electronic, ceea ce permite adaptarea frecventei de
amestec la dinamica procesului biologic.

Fiecare ciclu de amestecare este programat cu durate fixe (ex. 15 min, 10 min, 8 min),
urmate de o pauza de 5 minute, asigurand astfel un echilibru intre consumul energetic si eficienta
hidrodinamica. Functionarea secventiala in regim automat permite o omogenizare completd a
masei fermentabile, prevenind formarea de zone moarte, stratificari sau acumulari de spuma.

Prin aceastd configurare, se realizeaza o distributie uniforma a Incarcaturii organice, a
microorganismelor si a temperaturii, aspecte esentiale pentru desfasurarea optima a etapelor de
acidogenezi si metanogeneza. In contextul experimentului de aplicare a DHFA, sistemul automat
de amestecare a asigurat dispersia eficientd si uniformd a SBA 1in intregul volum de reactie,

contribuind la validitatea experimentald a rezultatelor obtinute.

% Digestor 3 - Pompa 1.

Gas = 45,9 %

Regim SECVENTA
Nivel lichid
Volum lichid 3314 m3

Volum Gas

7,326 m

10min 60s Os
3 g -

45,9 %

Temperatura

10min 60s 0s

3. Mixer Sus purrr— ¢

] son ]

5 min

[ Toprans |

e
Stop Start Regim

4. Pauza

Figura 5.3 Interfata de control digital al sistemului de amestecare automat pe nivele,
utilizat in toate digestoarele instalatiei de biogaz de la SRL ,,Garma Grup”

Aceasta solutie tehnologicd avansatd a garantat o distributie uniformd a incarcaturii
organice, a microorganismelor si a SBA in volumul total de substrat, prevenind formarea zonelor
stagnante si optimizand transferul de masa si cildurd in reactor. in contextul aplicarii DHFA,
sistemul de amestecare automatizat a jucat un rol crucial in asigurarea unei dispersii omogene a
SBA, ceea ce a permis ca efectele sale biologice sa fie evaluate obiectiv, fard variatii locale sau
incertitudini experimentale.

Astfel, infrastructura tehnologica disponibila la nivelul intreprinderii SRL ,,Garma Grup”

nu doar cd a permis desfasurarea experimentului in conditii comparabile cu cele din laborator, ci
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a oferit un cadru operational controlabil, reproductibil si industrial validat, necesar pentru
extrapolarea rezultatelor catre aplicatii practice de scara larga.

Aplicarea DHFA a avut drept fundament ipoteza ca proprietatile sale antioxidante pot
modula activitatea microbiologica implicata in etapele cheie ale fermentatiei anaerobe— in special
in metanogeneza —contribuind astfel la o crestere a randamentului energetic al procesului.

Pentru a evalua influenta DHFA —o substantd biologic activa cu potential antioxidant —
asupra procesului de fermentatie anaeroba, au fost monitorizati parametrii tehnologici in timp real
in cadrul instalatiei de biogaz a intreprinderii SRL ,,Garma Grup”. Figura 5.4 prezinta datele de

functionare ale celor doua digestoare implicate in experiment (Tasca, 2025).

Evacuare

Digestor 4 @& B & = \4 Digestor 3

Nivel lichid =6,428 m y Nivel _lidfld =7A25 =
Volum lichid = 2907 m3 Volum lichid = 3313 m3 Tl
Volum Gas = 40,7 % - ' TVok.m::;:_ ;g,z 0/2 m
=7 atura =39,6 °C emperatura =37,
=g Temper

Figura 5.4 Interfata digitald de monitorizare a functiondrii in timp real a statiei de digestie
anaeroba din cadrul SRL ,,Garma Grup” (rezultate comparative a celor de studiu cu cel martor)

In cazul digestorului 3, in care a fost aplicati substanta biologic activa, substratul introdus
a fost prelucrat in regim mezofil, la o temperatura de 37,6 °C, si a avut un volum lichid procesat
de 3313 m?. Parametrul esential urmarit — volumul de biogaz generat — a atins valoarea de 46,2%,
indicand o activitate fermentativa intensa si o conversie eficientd a materiei organice in gaz.

Prin comparatie, digestorul 4, care a functionat ca lot martor, fard aplicarea DHFA, a fost
alimentat cu un volum de 2907 m’, la o temperatura de 39,6 °C, si a produs un volum de biogaz
de 40,7%, inferior celui obtinut 1n digestorul tratat (Tasca, 2025).

Aceste rezultate preliminare sustin ipoteza conform careia DHFA poate stimula activitatea
microbiologicd implicatd in fermentatia anaerobd, in special in etapele de acidogeneza si
metanogeneza. Monitorizarea digitala in timp real a permis nu doar observarea evolutiei

procesului, ci si validarea aplicabilitatii acestei substante in conditii reale, la scara industriala.
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Pentru evaluarea calitatii biogazului rezultat in urma fermentatiei anaerobe a substratului,
cu si fard aplicarea SBA, a fost determinatd compozitia in gaze principale: metan (CHa), dioxid de
carbon CO», oxigen rezidual O2 si hidrogen sulfurat (H2S). Acesti parametri sunt esentiali pentru
estimarea valorii energetice a biogazului, a stabilitatii procesului si a riscului de coroziune asupra
echipamentelor metalice.

Determinarea compozitiei gazelor a fost realizatd cu ajutorul unui analizor portabil de
biogaz de tip Madur GA-21 plus, care permite masuratori directe in conductele de gaz sau in
rezervoarele de acumulare, cu afisare digitald a concentratiilor exprimate in procente volumice

prezentate in tabelul 5.1 (Tasca, 2025).

Tabelul 5.1 Compozitia chimica a biogazului*

Componente Unitate Proba martor Proba tratatia cu SBA
(digestor 4) ( digestor 3)
Metan (CHy) % vol 60,2 65,8
Dioxid de carbon (CO») % vol 37,5 32,1
Oxigen rezidual (O») % vol 1,1 0,8
Hidrogen sulfurat (HS) % vol 0,25 0,18
*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat
*0<0,052

Rezultatele obtinute evidentiazd o diferentd semnificativd in compozitia biogazului Intre
proba martor si cea tratatd cu DHFA. In lotul experimental (digestor 3), s-a remarcat o crestere a
continutului de metan pana la 65,8%, comparativ cu doar 60,2% in lotul martor, care a crescut cu
5,8% fata de lotul martor, ceea ce indica o eficientd superioara a conversiei materiei organice in
energie utila.

Totodata, s-a observat o scadere a concentratiei de dioxid de carbon (CO2) si a oxigenului
rezidual (Oz), sugerand un echilibru fermentativ favorabil formarii CHs. Deosebit de relevant este
si faptul ca nivelul de hidrogen sulfurat (H>S) a fost mai redus in lotul tratat, desi in ambele cazuri
valorile brute sunt ridicate si necesita tratare ulterioara (0,18 % vol fatd de 0,25 % vol), ceea ce
poate fi corelat cu efectul antioxidant al DHFA, care limiteazd oxidarea anaerobd a sulfatilor si
formarea excesiva de H2S. Scaderea H»S in prezenta SBA ar putea indica o inhibare selectivd a
bacteriilor sulfat-reducatoare, acest efect poate fi corelat cu actiunea antioxidantd a DHFA
(Tasca, 2025).

Biogazul obtinut in urma procesului de fermentatie anaerobd prezinta, in forma sa bruta,
concentratii ridicate de hidrogen sulfurat (H2S), care pot ajunge pana la 0,25 % vol, in functie de
compozitia substratului utilizat. Acest compus este deosebit de coroziv, toxic si poate afecta
semnificativ atat echipamentele tehnologice (cazane, motoare cu ardere internd), cat si eficienta

generald a valorificarii energetice a gazului.
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Pentru a face biogazul compatibil cu utilizarea industriala, in cadrul intreprinderii SRL
»Garma Grup” este implementat un sistem integrat de purificare si conditionare, care permite
reducerea continutului de H>S pana la valori de 0,0030-0,0040 % vol, considerate sigure din punct

de vedere operational (figura 5.5).

Figura 5.5 Instalatia de purificare a biogazului din cadrul intreprinderii SRL ,,Garma
Grup”

Instalatia este alcatuita dintr-o coloand verticald de epurare, conectata la un sistem de
conducte etanse din inox, care transporta biogazul brut de la digestoare spre unitatea de tratament.
Sistemul este completat de o unitate de racire si deshidratare, ce are rolul de a condensa vaporii de
apa prezenti in biogaz, reducand astfel riscul de formare a acizilor sulfurici in conducte. In cadrul
procesului de epurare, gazul este supus unei adsorbtii chimice pe suport de oxid de fier.

Prin acest tratament, biogazul isi pastreaza valoarea calorica, dar devine mai stabil din
punct de vedere chimic, reducand riscul de coroziune, blocaje si uzurd prematura a echipamentelor
energetice. Totodata, diminuarea concentratiei de H2S contribuie la cresterea duratei de viatd a
instalatiei si la eficienta economica a intregului proces de valorificare.

Studiul de caz, realizat In acest capitol, valideaza aplicabilitatea (figura 5.6) practica a
bioeconomiei circulare in sectorul agroindustrial, prin transformarea fluxurilor reziduale in surse
regenerabile de energie si substante utile. Implementarea controlatd a unei SBA cu rol antioxidant

a condus la imbunatatirea parametrilor de fermentatie si a calittii biogazului produs. Rezultatele
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obtinute sustin necesitatea extinderii cercetdrilor asupra mecanismului de actiune al DHFA,
precum si analiza economica a eficientei sale in raport cu cantitatea de energie generata. Astfel,
aceastd abordare deschide perspective reale pentru integrarea tratamentelor biologic active in
optimizarea proceselor de valorificare energetica a subproduselor agroindustriale, contribuind la

tranzitia catre un sistem de productie mai durabil si mai eficient energetic.

5.2 Studiul fezabilitatii implementérii tehnologiei propuse in cadrul intreprinderii
SRL ,,Garma Grup”

In vederea validarii aplicative a rezultatelor stiintifice obtinute in cadrul cercetarii
experimentale, a fost realizata implementarea controlata a tehnologiei propuse in conditii reale, in
cadrul intreprinderii SRL ,,Garma Grup”. Aplicarea substantei biologic active-DHFA, in procesul
de fermentatie anaeroba a fost documentatd prin actul oficial de implementare (Anexa 1), care
confirmd aplicarea tehnologiei si rezultatele privind cresterea randamentului procesului
fermentativ si a calitatii biogazului produs.

In baza acestui act, a fost posibila estimarea unui bilant energetic si economic preliminar
privind procesul industrial aplicat. Astfel, utilizarea a 113,28 g de DHFA (echivalent cu o
concentratie de 0,0003 mmol/L) in fermentatia anaeroba a unui volum total de 3313 m® de substrat
a condus la obtinerea unui volum de circa 80 000 m* de biogaz, cu un continut mediu de 65%
metan. Energia totald continutd in acest volum de biogaz a fost estimatd la aproximativ
160 000 kWh, folosind un factor mediu de conversie de 6 kWh/m* CHa4. La un pret mediu actual
de 0,10 euro/kWh pentru energia regenerabild (Eurostat, 2024), valoarea economica a energiei
obtinute este de circa 48 000 euro. In contrast, costul estimativ al aditivului utilizat DHFA este sub
34 euro.

Aceste rezultate sustin oportunitatea extinderii metodei la scara industriala si demonstreaza
valoarea addugata, generatd prin integrarea SBA 1n procesele de fermentatie anaerobd, atat din
perspectiva eficientei energetice, cat si a reducerii impactului ecologic al deseurilor
agroindustriale. Rezultatele se aliniazd tendintelor actuale din bioeconomie, sustindnd tranzitia
catre sisteme sustenabile si circulare (Venkata Mohan et al., 2016; Reena et al., 2018;

Eurostat, 2024).
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Tabelul 5.2 Eficienta energetica a fermentatiei anaerobe cu si fara aditiv SBA*

Parametru Volum Volum | Continut | Energie | Randament | Randament
biogaz, m® | metan, | de metan | generati energetic economic
m3 (%) (KWh) specific specific (€/
(KkWh/m?* | m? biogaz)
biogaz)
Proba martor 60000 36000 60 120000 2,0 0,2
Proba cu SBA 80000 52000 65 48000 3,6 0,6

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Tabelul 5.2 evidentiaza impactul adaugdrii SBA-DHFA asupra eficientei procesului de
fermentatie anaeroba a borhotului de cereale, prin comparatie cu proba martor. Se observa ca
introducerea aditivului a condus la o crestere substantiald a volumului total de biogaz produs, de
la 60 000 m* in martor la 80 000 m® in proba experimentald, ceea ce reprezinti o sporire cu 33%.
In paralel, s-a inregistrat o crestere a continutului de metan de la 60% la 65%, care a determinat
un volum total de metan generat de 52 000 m® in proba cu SBA, fati de 36 000 m*® in martor, ceea
ce semnaleaza o crestere a potentialului metanogen cu peste 44%.

Aceastd Tmbunatatire se reflecta direct in valoarea energiei generata, care a crescut de la
120 000 kWh 1n martor la 480 000 kWh in prezenta SBA, adicd de patru ori. Randamentul
energetic specific a fost, de asemenea, ameliorat considerabil, de la 2,0 kWh/m?® biogaz la
3,6 kWh/m® biogaz, sugerand o utilizare mai eficientd a substratului organic pentru conversia in
energie. Din punct de vedere economic, s-a observat o crestere a randamentului economic specific
de 1a 0,2 €/m> biogaz la 0,6 €/m> biogaz, ceea ce justifici aplicabilitatea aditivului biologic nu doar
in scop energetic, ci si ca strategie de valorificare profitabila a subproduselor fermentabile.

Acesti parametri confirmati experimental sustin ipoteza conform careia SBA stimuleaza
activitatea microbiotei anaerobe, imbundtdtind atit cinetica conversiei biomasei, cat si calitatea
biogazului rezultat. In consecinti, acest rezultat valideazi aplicabilitatea procesului optimizat in
context industrial si al bioeconomiei circulare, sustindnd fezabilitatea tehnologicd a utilizarii

borhotului de cereale in procese de fermentatie anaeroba intensificata.
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5.3 Concluzii la capitolul 5

1. Implementarea procesului de fermentatiei anaeroba la scard industriala, in cadrul
intreprinderii SRL ,,Garma Grup”, a fost realizata cu succes, folosind un substrat compus din
aproximativ 2324,67 m> borhot lichid si 988,33 m® dejectii bovine per lot de 3313 m’,
demonstrand astfel posibilitatea valorificarii exclusive a fluxurilor reziduale proprii.

2. Aplicarea DHFA (113,28 g per lot) a condus la o crestere a productiei de biogaz de
6 % (46,2%) comparativ cu proba martor de 40,7%, raportat la volumul digestorului, ceea ce
confirma influenta pozitiva a SBA asupra procesului de fermentatie.

3. Continutul de metan in biogaz a crescut semnificativ in prezenta SBA — de la 60,2%
in lotul martor la 65,8% in proba tratatd, evidentiind o eficientd mai mare a etapei de
metanogeneza si o calitate superioara a biogazului generat.

4.  Concentratia de dioxid de carbon (COy) a scazut de la 37,5% in lotul martor la
32,1% in lotul tratat, iar oxigenul rezidual s-a redus de la 1,1% la 0,8%. Aceste rezultate reflecta
o intensificare a conditiilor strict anaerobe si o functionare mai eficienta a procesului fermentativ
in prezenta SBA.

5. Hidrogenul sulfurat (H2S) in biogazul brut a fost redus cu aproximativ 0,07% vol
in lotul tratat (de 1a 0,25% vol la 0,18 % vol), ceea ce demonstreaza cd DHFA poate limita indirect
activitatea bacteriilor sulfat-reducatoare sau disponibilitatea precursorilor de sulf.

6.  Datele obtinute la scara industriald valideaza rezultatele experimentale anterioare
obtinute 1n laborator, confirmand ca DHFA isi mentine efectul antioxidant si in sisteme complexe,
cu sarcind organica ridicata si volum mare de reactie.

7. Adaosul de SBA nu a intervine in procesul operational, fiind compatibila cu fluxul
tehnologic existent si putand fi integratd fara modificari structurale asupra instalatiei.

8. Prin cresterea cantitdtii de biogaz si a continutului de metan, utilizarea SBA
contribuie direct la sporirea eficientei energetice a procesului, cu potential de reducere a
consumului extern de resurse si crestere a autonomiei energetice a instalatiei.

9.  Valorificarea complexa a borhotului si dejectiilor prin digestie anaerobd, cu adaos
de SBA, se confirmad ca o directie promitdtoare in optimizarea proceselor circulare in industria
agroalimentard, contribuind atat la reducerea impactului de mediu, cat si la recuperarea eficienta

a resurselor.
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SINTEZA REZULTATELOR

Sectiunea de fata oferd o sinteza integratoare a rezultatelor obtinute in cadrul cercetarii, cu
evidentierea celor mai relevante constatari experimentale si a corelatiilor stabilite intre parametrii
analizati. Scopul acestei sinteze este de a reuni datele esentiale privind caracteristicile fizico-
chimice ale biomasei agroindustriale investigate, influenta aditivilor biologic activi asupra
proceselor fermentative, comportamentul redox al sistemelor si implementarea practicd a
rezultatelor.

Analiza a fost structurata astfel Incét sa permitd o comparatie directd intre diferitele tipuri
de biomasa studiate (borhot de cereale, suc de struguri, tescovina si fractiile sale), prezentand
datele centralizate privind compozitia, potentialul fermentescibil si continutul de compusi
bioactivi (Cap. 3 si 4). De asemenea, sunt sintetizate rezultatele obtinute in urma testarii SBA in
cadrul proceselor de fermentatie aeroba si anaeroba (Cap. 3), corelate cu efectele asupra volumelor
de CO; si CH4 generate, respectiv asupra dinamicii cinetice a reactiilor.

In final, sunt sintetizate concluziile practice ale procesului de implementare (Cap. 5),
incluzand o analiza energetica si economica a aplicarii DHFA 1n conditii reale.

Tabelul S.1 prezinta o sinteza comparativa a principalilor parametri fizico-chimici analizati
in cadrul tipurilor de biomasa studiate: borhot de cereale, suc de struguri, tescovina de struguri,
pelita si seminte provenite din tescovind. Analizele experimentale, descrise in Capitolul 2, au
permis evidentierea unor diferente semnificative in ceea ce priveste compozitia chimica, continutul
de zaharuri fermentescibile, aciditate, compusi azotati si profilul fibrelor structurale
(hemiceluloza, celuloza, lignind), compusi solubili si necesarul chimic de oxigen.

Borhotul de cereale si sucul de struguri s-au evidentiat printr-un continut semnificativ de
zaharuri, sustinand potentialul fermentescibil ridicat, conform rezultatelor prezentate in (Capitolul
3, subcapitolul 3.1). Tescovina de struguri si fractiile solide (pelita si seminte) au prezentat valori
ridicate pentru CTS, CCO si compusi structurali recalcitranti, diferente structurale si
compozitionale care justifica variatiile observate in dinamica procesului de fermentatie anaeroba
st randamentul de biogaz (Capitolul 4, subcapitolul 4.3).

Fractiunea de pelitd s-a remarcat printr-un continut crescut de polifenoli si compusi
solubili, caracteristici care sustin un potential antioxidant si fermentativ sporit (Capitolul 4,
subcapitolul 4.3), in timp ce semintele au indicat o structurd mai rigida si un continut mai ridicat
de azot, ceea ce poate sustine procesele microbiene in fazele ulterioare ale digestiei (Capitolul 4,

subcapitolul 4.3).
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Aceasta analizd comparativd oferd o fundamentare solidd pentru selectia substraturilor

optime utilizate in etapele experimentale ulterioare (Capitolele 3—4) si sustine interpretarea

diferentelor observate in cinetica fermentatiei si producerea de biogaz.

Tabelul S.1 Tabel de sintezi a parametrilor analizati in diferite tipuri de biomasa*

Indicator Borhot de Tescovina Pelita din Seminte de
cereale de struguri | tescovina de struguri
struguri
Continut de zahar, g/L 26,27 +
0,91

pH 3,91 +0,07 3,88+0,01 3,59+0,01 4,56+0,01
Aciditate titrabila, g/L acid sulfuric 3,42+ 0,24
Continut in azot aminic, mg/L 4922+ 3,6
Continut total de solide (CTS), g/kg 398+7 328+4 598+7
Necesarul chimic de oxigen (CCO), g 597425 38715 980+25
O./kg
Compusi solubili totali (polizaharide, 412+11 580+12 182+14
CST), g/kg CTS
Hemiceluloza, g/kg CTS 5243 65+3 3242
Celuloza, g/kg CTS 147+7 112+12 296+14
Lignina, g/kg CTS 142+14 11248 181+9
Polifenoli totali, g/kg CTS 18,5+0,5 24.5+0,5 3,2+0,3
Azot total, g N/kg 6,8+0,1 5,1+0,1 12,8+0,1

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Studiul efectuat in Capitolul 3, subcapitolele 3.2 si 3.3, a evidentiat influenta diferitelor

SBA asupra proceselor fermentative ale borhotului de cereale, analizate atat in regim aerob, cat si

anaerob (Tabelul S.2).

In ceea ce priveste fermentatia aeroba, cele mai ridicate volume de CO> au fost inregistrate

in prezenta tomatinei, sclareolului si vanilinei, ceea ce sugereaza o activare accentuatd a proceselor

biochimice si o accelerare a procesului fermentativ (Capitolul 3, subcap. 3.2). Desi DHFA nu a

condus la cel mai mare volum de CO», performantele sale in regim anaerob au fost net superioare.
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Tabelul S.2 Tabel de sinteza privind influenta substantelor biologic active asupra emisiilor
de COz, productiei de biogaz si continutului de metan*

SBA CO,, cm?® Biogaz, dm’/kg Metan, dm’/kg
DHFA 208,62 580 322
Escina 59,27 370 205

Tomatina 233,46 355 202
Sclareol 257,09 315 187
Vanilina 229,64 335 212
Catehina 180,31 329 198
Betulinad 86,42 370 225
Mentol 140,56 319 186

*rezultate obtinute in cadrul tezei de doctorat

Fermentatia anaeroba a fost marcat influentatd de DHFA, care a determinat cea mai ridicata
productie de biogaz si cel mai mare continut de metan, demonstrand o eficientd de conversie
remarcabild a substratului organic in component energetic valoros (Capitolul 3, subcap. 3.3).
Betulinad si escind au prezentat, de asemenea, un comportament favorabil in regim anaerob,
asigurand randamente bune de biometan, insa fara a atinge nivelul generat de DHFA.

Tomatina, desi performanta In generarea de CO2, a inregistrat o eficientd mai modesta In
producerea de metan, ceea ce indicd o disociere intre comportamentul substantelor in conditii
aerobe si anaerobe. Pe de alta parte, catehina si mentolul au prezentat atat emisii moderate de CO»,
cat si randamente scdzute de biogaz si metan, situandu-se astfel in categoria aditivilor cu influenta
limitatd asupra proceselor biochimice analizate. Compararea celor trei indicatori-cheie — CO>
emis, volumul de biogaz si continutul de metan — releva faptul ca DHFA reprezinta cel mai eficient
aditiv testat, avand un impact pozitiv semnificativ asupra ambelor tipuri de fermentatie. Aceasta
performanta sustine ipoteza formulata in introducerea tezei si valideaza aplicabilitatea DHFA in
optimizarea fermentarii biomasei, in vederea producerii de bioenergie.

Studiile prezentate in cadrul Capitolului al 4-lea au vizat potentialul fermentativ al
biomasei rezultate din industria vitivinicold — tescovina de struguri, prin compararea a trei fractii
distincte: tescovina integrala, pielita si semintele. Experimentele s-au desfasurat in absenta
aditivilor biologic activi, in vederea evaludrii capacitatii acestor substraturi de a genera biogaz in
conditii mezofile. (Capitolul 4, figura 4.10).

Rezultatele au evidentiat diferente semnificative Intre cele trei tipuri de biomase. Pielita
din tescovina a demonstrat cea mai intensa activitate fermentativa, atat in ceea ce priveste cinetica
de generare a gazului, cat si volumul total acumulat, ceea ce sugereaza o disponibilitate superioara

a compusilor organici fermentescibili. In schimb, semintele de struguri s-au remarcat printr-un
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randament fermentativ scazut, cu o acumulare lenta a biogazului si atingerea unui platou prematur,
posibil din cauza continutului ridicat in componente recalcitrante, cum ar fi lignina si uleiurile
vegetale.

Tescovina integrald s-a situat la un nivel intermediar, reflectand influenta cumulata a
fractiilor solide asupra procesului de digestie anaeroba. Desi nu s-au adaugat substante biologic
active, performantele obtinute confirma faptul cd biomasa din sectorul vitivinicol este, prin
compozitia sa naturald, o sursd valoroasa de substante cu activitate biologicd, in special polifenoli
si azot organic (Capitolul 4, subcap. 4.2—4.3), care contribuie indirect la stimularea fermentatiei.
Aceste constatari sustin premisele utilizarii tescovinei ca substrat pentru producerea de biogaz, dar
si ca sursa de compusi biologic activi, cu aplicatii in biotehnologii integrate in economia circulara.

Rezultatele obtinute in cadrul Capitolului al 5-lea demonstreaza aplicabilitatea industriala
a tehnologiei propuse, axata pe valorificarea deseurilor din industria alcoolului, in conformitate cu
principiile bioeconomiei circulare. Implementarea experimentala, realizata in cadrul intreprinderii
SRL ,,Garma Grup” (subcap. 5.1), a validat eficienta utilizarii acidului dihidroxifumaric ca aditiv
biologic activ in procesul de digestie anaeroba a unui substrat mixt format din borhot de cereale si
dejectii bovine.

Substanta biologic activa a fost aplicatd intr-un regim operational controlat, utilizand
instalatii tehnologice industriale de tip digestor cu functionare continua, iar influenta sa a fost
analizatd prin comparatia parametrilor fermentativi ai digestorului tratat (lot experimental) si al
celui martor (subcap. 5.1, figura 5.4). In urma tratamentului, s-a constatat o crestere a volumului
de biogaz generat si o imbunatatire semnificativd a compozitiei acestuia — In special cresterea
continutului in metan de la 60,2% la 65,8%, reducerea CO> si a H2S (subcap. 5.1, tabelul 5.1).
Aceste constatari sustin ipoteza formulatd in Capitolul 1, conform céreia aplicarea SBA cu
proprietati antioxidante poate conduce la o intensificare a proceselor fermentative si la obtinerea
unui biogaz de calitate superioara. in plus, a fost realizati o analiza cost-beneficiu (subcap. 5.2),
in baza datelor din actul oficial de implementare, care a evidentiat un raport favorabil intre valoarea
energiei generate (peste 518 000 kWh, estimat la circa 51 800 euro) si costul aditivului utilizat
(sub 34 euro). Aceastd eficientd economicd ridicata confirmd potentialul tehnologiei propuse
pentru extindere la scara industriald si pentru contributia sa la reducerea impactului ecologic al
deseurilor agroindustriale.

In concluzie, datele experimentale prezentate in Capitolul al 5-lea, corelate cu cele obtinute
in cadrul testelor de laborator (Capitolul 3 si 4), ofera o validare concludentd a aplicabilitatii
substantelor biologic active In optimizarea proceselor de digestie anaeroba, atat din punct de

vedere tehnologic, cat si economic.
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CONCLUZII SI RECOMANDARI PRACTICE

Lucrarea de fatd a abordat complex problema valorificarii subproduselor de distilerie si
produselor secundare vitivinicole din industria alcoolului, In special borhotul de cereale, prin
intermediul fermentatiei anaerobe, optimizate cu ajutorul SBA cu proprietati antioxidante. Aceste
cercetdri au urmdrit nu doar obtinerea de biogaz de calitate superioara, ci si integrarea proceselor
intr-un sistem sustenabil care sd se alinieze principiilor bioeconomiei circulare. Pe parcursul
tuturor etapelor experimentale si analitice, datele obtinute au fost relevante si concludente,
sustinand ipotezele formulate si oferind perspective clare pentru aplicabilitate industriala.

Astfel, in baza cercetarilor efectuate, pot fi formulate urmatoarele concluzii generale, in
concordanta cu obiectivele enuntate:

l. Caracterizarea deseurilor din industria bauturilor, relevante pentru fermentatia
aeroba si anaerobd. Au fost identificate si caracterizate tipuri variate de deseuri agroindustriale
(borhot de cereale, suc de struguri, tescovind, pielitd si seminte de struguri), evidentiind diferente
semnificative In compozitia chimicd, pH, continut in zaharuri fermentescibile, polifenoli, fibre
structurale si potential redox. Tescovina si borhotul de cereale s-au dovedit cele mai promitatoare
surse de substrat pentru fermentatie (Capitolul 2, 3, 4).

2. Caracterizarea si selectarea substantelor bioactive cu functionalitati redox relevante
in fermentatie. Au fost selectate opt substante biologic active cu potential redox — DHFA, tomatina,
catechina, escind, vanilina, sclareolul, mentolul si betulina — fiecare avand caracteristici structurale
distincte, ce influenteazd comportamentul in procesele fermentative. Dintre acestea, DHFA a
demonstrat cea mai Tnaltd capacitate antioxidanta, inregistrand cel mai mare procent de inhibitie a
radicalilor DPPH si cea mai mica valoare ICso, ceea ce reflectd o eficientd superioard in captarea
radicalilor liberi. Aceasta proprietate antiradicalicd accentuatd a fost corelata ulterior cu un efect
favorabil asupra cineticii fermentatiei si eficientei procesului anaerob (Capitolul 2, Capitolul 3,
Capitolul 5).

3. Analiza proceselor de fermentatie aeroba si anaerobad a deseurilor din industria
productiei alcoolice. Procesele de fermentatie studiate au evidentiat o eficienta variabila in functie
de natura substratului si de prezenta substantelor biologic active. In fermentatia aeroba a borhotului
de cereale, tomatind si sclareolul au determinat cele mai ridicate emisii de CO2, evidentiind un
efect accelerativ asupra metabolismului fermentativ (Capitolul 3). In fermentatia anaeroba, acidul
dihidroxifumaric si betulind s-au remarcat prin capacitatea de a stimula productia de biogaz si de
a creste semnificativ continutul de metan, reflectdind un impact favorabil asupra etapei de

metanogeneza (Capitolul 3). Astfel, caracterul redox al SBA influenteaza diferentiat cinetica si
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eficienta proceselor fermentative, in functie de regimul de oxigenare aplicat (Capitolul al-3-lea si
al 4-lea).

4. Studiul cineticii de fermentatie a biomasei si influentei substantelor bioactive.
Rezultatele au evidentiat influente diferentiate ale SBA asupra cineticii procesului de fermentatie,
atat prin accelerarea emisiilor de CO3, cat si prin sporirea volumului de biogaz si metan. DHFA,
escinad si betulina s-au remarcat prin efecte semnificative asupra intensificarii procesului (Capitolul
3). Totodata, s-a constatat cd efectul SBA este dependent de concentratie, cu o eficientd maxima
atinsa in intervalul 0,1-0,15 mmol/L, depasirea acestui prag nu a condus la Tmbunatatiri
suplimentare, sugerand o posibila saturatie enzimatica (Capitolul 3).

5. Calculul computational al mecanismului procesului de fermentatie anaeroba in
prezenta SBA si descriptorilor de reactivitate. Prin metode DFT au fost calculate valorile HOMO,
LUMO, AE si potentialul electrostatic pentru structurile moleculare ale SBA selectate. Rezultatele
au permis corelarea reactivitatii teoretice cu comportamentul cinetic observat experimental,
contribuind la elucidarea mecanismelor posibile de interactiune cu enzimele fermentative
(Capitolul 4).

6. Caracterizarea concentratiei de SBA si a capacitatii de fermentatie anaeroba a
tescovinei de struguri. Analizele efectuate au confirmat ca tescovina constituie un substrat valoros
pentru digestia anaerobd, datoritd continutului ridicat de compusi polifenolici naturali si fibre
fermentescibile. Fractiunile solide — pielita si semintele — s-au remarcat prin concentratii ridicate
de polizaharide, azot total si polifenoli, in special catechind, cu potential redox dovedit. Aceste
caracteristici compozitionale sustin atat reactivitatea biologica, cat si conversia eficienta in biogaz,
fara necesitatea adaugarii externe de substante biologic active. Astfel, biomasa vitivinicold locala
se dovedeste a fi nu doar un substrat energetic viabil, ci si o sursad naturala de SBA, cu rol catalitic
in procesele redox anaerobe (Capitolul 4).

7. Modelarea cineticii procesului de fermentatie anaeroba a tescovinei de struguri. A
fost elaborat un model matematic al cineticii de fermentatie anaeroba pe baza parametrilor
experimentali, oferind o estimare predictivd a comportamentului tescovinei in digestie. Modelul a
evidentiat o buna corelare intre datele teoretice si valorile experimentale (Capitolul 4).

8. Studiul implementarii controlate a SBA cu efect antioxidant asupra fermentarii
anaerobe la scara industriald. Aplicarea experimentala a DHFA in cadrul intreprinderii SRL
»Garma Grup” a demonstrat fezabilitatea industriala a metodei. A fost obtinut un randament de
biogaz de 80.000 m?, cu un continut de 65,8% metan, ceea ce reflectd eficienta energetica si

aplicabilitatea economica a integrarii SBA in proces (Capitolul 5).
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Recomandari practice

o Se recomandd extinderea cercetarilor asupra unei game mai largi de substante biologic
active cu functionalitati redox, in special din resurse vegetale autohtone, care pot prezenta un
potential semnificativ de stimulare a proceselor fermentative.

o Tescovina de struguri, in special componentele pielita si seminte, ar trebui utilizate ca surse
valoroase de substrat fermentabil si polifenoli pentru aplicatii in digestia anaeroba.

e Optimizarea concentratiilor de SBA aplicate in functie de tipul substratului si regimul de
fermentatie (aerob/anaerob) este esentiald pentru evitarea fenomenelor de saturatie enzimatica sau
inhibitie. Intervalul optim identificat (0,1-0,15 mmol/L) ar trebui utilizat ca reper in aplicatii
industriale

e Se recomandd extinderea aplicarii acidului dihidroxifumaric si in alte tipuri de biomasa
agroindustriald, pentru validarea universalitatii efectului sau.

o Digestatul rezultat In urma proceselor de fermentatie anaeroba prezintd caracteristici
agrochimice promitatoare si necesitd a fi evaluat sistematic pentru utilizare ca fertilizant organic,
contribuind la Inchiderea ciclului agricol intr-un mod sustenabil

o Se sugereaza continuarea cercetarilor pentru optimizarea costurilor de aplicare a SBA in
sisteme industriale, inclusiv dezvoltarea de biocatalizatori derivati din surse naturale.

e Se propune integrarea tehnologiei de fermentatie anaeroba utilizand SBA in sistemele
agroindustriale regionale, in vederea atingerii obiectivelor europene privind neutralitatea climatica

si dezvoltarea unei economii circulare.
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ANEXE

Anexa 1

ACT DE IMPLEMENTARE A REZULTATELOR STIINTIFICE
Data: 25.04.2025

Intreprinderea: ,,Garma Grup” SRL

Adresa: s. Firladeni, r-nul Hincesti, Republica Moldova

Cod fiscal: 1003605004560

Doctorand: TASCA Corina

Institutie: Universitatea de Stat din Moldova

Scoala Doctorald: Stiinte Biologice, Geonomice, Chimice si Tehnologice

Specialitatea 145.01.: Chimie ecologici

Titlul tezei: ,,Studiul proceselor de oxido-reducere in fermentarea anaerobi a biomasei in
prezenta antioxidantilor”

Subsemnatul, Ungureanu Valentin, in calitate de administrator al intreprinderii ,,Garma
Grup” SRL, confirm prin prezentul act de implementare ci rezultatele stiintifice obtinute in cadrul
tezei de doctorat mentionate mai sus au fost implementate experimental in cadrul procesului

tehnologic de fermentare anaeroba a borhotului de cereale.

fn mod specific, au fost realizate experimente de fermentare anaeroba pe utilajul tehnologic
de tip fermentator, cu un diametru de 24 m si inaltimea 10 m si o capacitate de procesare utild de
3200 m®. Volumul de borhot utilizat per lot experimental a fost de aproximativ 2324,67 m® si
borhot lichid si 988,33 m* dejectii bovine, iar substantele biologic active (SBA) si anume acidul
dihiroxifumaric C4H2Os cu proprietati antioxidante, a fost administrat in concentratie de 0,0003

mmol/L, echivalent cu 113,28 g.

Au fost analizate efectele adaugarii substantelor biologic active asupra cineticii
fermentative si asupra compozitiei finale a biogazului, in special in ceea ce priveste concentratia
de metan (CHa) si valoarea energeticd a acestuia. Evaluarea a vizat dinamica procesului de
fermentare anaeroba si eficienta conversiei biomasei in gaz combustibil, in prezenta compusilor

cu activitate antioxidanti.

Implimentarea acestei metode a contribuit la sporirea procesului fermentativ, cu obtinerea unui
volum estimativ de 80 000 m* biogaz, avand in vedere un randament de 30 m? biogaz/m?® substrat

si 0 compozitie de 65 % metan.

Rezultatele obtinute prezintd un caracter aplicativ valoros si pot contribui la optimizarea

proceselor tehnologice in cadrul intreprinderii.

Prezentul act este eliberat pentru a fi anexat la dosarul tezei de doctorat si este validat stiinific

de conducitorii tezei:
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Conducitori stiintifici:
DUCA Gheorghe — academician, dr. hab.

STURZA Rodica - doctor habilitat, profesor universitar

Administrator, “Garma Grup” SRL

Ungureanu Valentin

Doctorand:

Tasca Corina

Conducitori stiintifici:

DUCA Gheorghe @

STURZA Rodica
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DECLARATIA PRIVIND ASUMAREA RASPUNDERII

Subsemnata, TASCA Corina, declar pe raspundere personald, ci materialele prezentate in
teza de doctorat sunt rezultatul propriilor cercetiri si realizari stiintifice. Constientizez, ¢4 in caz

contrar, urmeazd si suport consecinele in conformitate cu legislatia in vigoare.

Numele, prenumele TASCA Corina
Semnitura //gfé’b .
Data A3.09 2645
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Nume, prenume

Adresa

Telefon
E-mailuri
Nationalitate
Data nasterii

Sex

Experienta profesionala
Perioada

Functia sau postul ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Perioada

Functia sau postul ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Perioada

Functia sau postul ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Informatii personale

Informatii personale

TASCA CORINA

Str. Alexandru cel Bun nr. 44/2, or. Hincesti, R. Moldova,
cod MD 3401

Mobil: (+37368)406440

corina.tasca@ansa.gov.md ; zubic.corina@gmail.com

Republica Moldova
24 iulie 1992

Feminin

2020 — Prezent

Inspector principal Directia controlul sigurantei si calitatii
productiei vitivinicole, alcool etilic si productiei alcoolice

Agentia Nationala pentru Siguranta Alimentelor

2024 — Prezent

Profesor , maistru — instructor

Scoala Profesionala Hincesti, Hincesti

01/2021 - 01/2024

Cercetitor stiintific stagiar

Institutul de chimie, Laboratorul chimie fizica si cuantica
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Perioada

Functia sau postul ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Perioada

Functia sau postul ocupat

Numele si adresa
angajatorului

Tipul activitatii sau sectorul
de activitate

Educatie si formare
Perioada
Calificarea/diploma obtinuta

Numele si tipul institutiei de
invatamint/Furnizorul de
formare

Perioada
Calificare/diploma obtinuta

Numele si tipul institutiei de
invatamant / furnizorului de
formare

Perioada
Calificare/diploma obtinuta

Numele si tipul institutiei de
invatamint/Furnizorul de
formare

Perioada

Calificarea / diploma obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

09/2015 — 06/2021

Profesor, maistru — instructor

Scoala Profesionala Hincesti, Hincesti

01/2015 - 07/2020

Manager Filiald Alimentatie Publicd — Procesul de
producere si comercializarea produselor alimentare

Cooperativa Raionala de Consum, Hincesti

03/2024
Certificat expert degustator

Program de perfectionare ,,Expert degustator in vinuri si
bauturi alcoolice”

08/2023
Certificat de participare

Cursul de instruire bilaterald in limba rusa ,,Ynpasienue
000pOTOM aNKOTOJBHOM TponyKIMU s PecryOnukn
MouzoBa , China Ntaional Research Institute of food and
Fermentation Industrie Corporation Limited, Republica
Chineza

06/2021
Certificat de participare

Verificarea respectdrii cerintelor caietelor de sarcini
pentru producerea strugurilor si produselor vitivinicole cu
IGP / DOP, Oficiul National al Viei si Vinului, Chisinau

2015 -2017

Diploma de master

Calitatea si securitatea produselor alimentare.
Tehnologii de fabricare si prelucrare
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Numele si tipul institutiei de
invatamant / furnizorului de
formare

Perioada
Calificarea / diploma obtinuta

Disciplinele principale
studiate / competente
profesionale dobandite

Numele si tipul institutiei de
invatamant / furnizorului de
formare

Aptitudini si competente
personale

Limba materna

Limbi straine

Universitatea Tehnica a Moldovei, Republica Moldova

2011-2015
Diploma de licenta

Ingineria produselor alimentare

Universitatea Politehnica din Bucuresti , Roméania

Spirit organizational si leadership dobandit prin formare
in cercetare si management educational. Abilitatea de a
interactiona cu cei din jur, flexibilitate, empatie fatd de
persoane, comunicabila.

Romana

Rusa, engleza, franceza

cunoscute
Intelegere Vorbire
Autoevaluare Seri
Ascultar o Participare la . criere
Citire . Discurs oral
€ conversatle
Limba rusa B2 B2 Bl B1 B1
Limba engleza B2 B2 B1 B1 B1
. Lucru in echipa
Competente si e  Punctualitate
aptitudini . Colaborare nationald si internationala
organizatorice . Coordonare

Competente si

aptitudini PC

Informatii
suplimentare

Windows, MS Office applications: Word, Power Point.

1. Proiectul de stat 20.80009.5107.09: Studiul proceselor redox in
sistemele biologice in prezenta compusilor bioactivi naturali §i
sintetici, finantat din bugetul de stat (2020-2023).; functia —
cercetator stiintific stagiar.

2. Participare 1n cadrul proiectului bilateral moldo — roman nr. PN-
IV-P8-8.3-ROMD-2023-0045: Custi organice si metal — organice
redox — active cu derivati ai azulenei pentru inginerie cristalind
(AZMETCA)
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