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Introducere

Vinul este un produs consumat pe scara larga si stabilirea autenticitatii acestuia reprezinta
unul din cele mai importante aspecte in calitatea si securitatea alimentarda. Autentificarea,
identificarea fraudelor si determinarea conformitatii produsului cu specificatiile inscrise pe
eticheta sunt cerinte ale consumatorilor si ale Comunitatii Europene. Pentru rezolvarea optima a
acestei probleme, dezvoltarea si armonizarea metodelor analitice valide la nivel national si
european, dar si stabilirea si largirea bazei de date necesara imbunatatirii eficientei controlului
vitivinicol reprezintd prioritdti la nivel international [2]. Valorificarea potentialului viticol de
care dispune Romaénia, Tn vederea obtinerii unor avantaje competitive sustenabile pe pietele
externe, impune crearea si promovarea unei identitati a vinului romanesc, realizatd pe baza unor
investigatii analitice care sa certifice calitatea si compozitia chimica naturala a vinurilor.

Autentificarea vinurilor implicd mai multe aspecte, ca de exemplu originea geografica
[11, 23], anul de productie [41], soiul [34], producatorul si calitatea [154, 155]. Este important ca
dovada de autenticitate a vinului sa se bazeze pe acei parametrii chimici ce nu suferd modificari
in timpul vinificarii sau care sunt dificil de falsificat. De-a lungul anilor au fost dezvoltate o serie
de metode pentru verificarea autenticitatii vinurilor, de la metode analitice traditionale, pana la
metode care utilizeaza tehnici instrumentale avansate. Pe de alta parte, se doreste dezoltarea unor
metodologii mai rapide si mai putin costisitoare de obtinere a profilului compozitional complet al
vinurilor prin tehnici avansate, acest lucru fiind posibil prin utilizarea tehnicilor multielement
care permit obtinerea unui numar mare de date.

Tehnicile de analiza utilizate pentru autentificarea vinurilor (numite si tehnici de
amprentare) implicd analiza compusilor organici (carbohidrati, aminoacizi, proteine, enzime,
acizi organici, compusi fenolici, vitamine, compusi volatili) [35, 40] si anorganici (minerale)
[22, 23] si izotopi [9, 143, 144] din matricea studiata folosid o gama diversificatd de aparatura
analitica de ultima generatie. Datele analitice obtinute sunt interpretate statistic pentru a furniza
amprenta produsului investigat.Trebuie tinut cont de faptul cd vinul reprezintd un amestec
complex de compusi organici, dar si anorganici si a carui compozitie este influentatd de
numerosi factori, printre care: solul si conditiile climatice specifice fiecdrei zone In parte (care
determina calitatea strugurilor), soiul de vitd de vie din care se obtine vinul, dar si factorul uman
reprezentat de practicile agricole utilizate, procesul tehnologic de vinificare, conditiile de
maturare si pastrare. In mod special, teritoriul (clima-sol) este factorul decisiv in formarea
vinului, astfel aceleasi specii de vita de vie prelucrate in acelasi mod, dar in regiuni diferite, vor
prezenta o compozitie chimica diferita [43].

Pe de alta parte, adulterarea vinurilor reprezinta o ingrijorare de foarte mult timp, intrucat
aceste practici frauduloase pun in pericol starea de sanatate a consumatorilor, fiind in detrimentul
vinurilor de calitate, originale, produse in regiuni specifice. De aici deriva interesul crescand
pentru autentificarea vinurilor si implicit identificarea metodelor analitice capabile sa certifice
originea vinurilor si sa detecteze cu precizie fraudele [148].

Astfel, definirea autenticitatii si clasificarii vinurilor romanesti provenite din podgorii
recunoscute pe plan national si international si crearea unor banci de date reprezinta in prezent o
problema de mare actualitate si necesitate la nivel national. Din acest motiv, in cadrul prezentei
teze de doctorat au fost dezvoltate si implementate noi metode de analiza multi-element si
analiza izotopica care sa permita stabilirea originii sicalitatii vinurilor din Romania.

Teza este structuratd in doud parti principale, si anume: STADIUL ACTUAL AL
CUNOASTERII care se refera la date de literaturda — capitolul 1 si CONTRIBUTII
PERSONALE care se refera la rezultatele originale prezentate pe parcursul a 6 capitole.

Partea de studiu de literaturd cuprinde o trecere in revistd a metodologiilor curente de
autentificare si control al calitatii vinurilor, la nivel national si international, cu accent pe
evidentierea principalilor markeri de autentificare precum si a tehnicilor analitice folosite pentru
autentificarea si clasificarea vinurilor in functie de originea geografica de provenientd, soiul de
strugure, anul de productie si calitatea acestora. Astfel, s-a pus accent pe evaluarea autenticitatii
vinurilor pe baza profilului elemental, a compusilor organici (compusi fenolici — acizi fenolici,
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flavan-3-oli, rutin, trans-resveratrol, antociani; acizi organici; aminoacizi; zaharuri) si amprenta
izotopicd, investigatii realizate cu ajutorul unor tehnici analitice moderne precum: spectrometria
de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS) si spectrofotometria de absortie atomica (AAS)
pentru realizarea profilului elemental; cromatografia de lichide de inalta performanta (HPLC) si
spectroscopia de rezonanta magnetica nucleara (NMR) pentru investigarea claselor de compusi
organici; ICP-QMS, alaturi de spectrometria de masa pentru rapoarte izotopice (IRMS) si SNIF-
NMR pentru realizarea amprentei izotopice si desigur, principalele metode statistice utilizate
pentru interpretarea statistica a datelor analitice (LDA, PCA, ANOVA, AHC, etc.).

CONTRIBUTII PERSONALE

Teza de doctorat a urmarit realizarea unui profil compozitional cat mai complex al vinurilor
prin utilizarea unor tehnici analitice performante, cu un accent deosebit pe tehnicile HPLC, ICP-
MS, AAS, RMN, IRMS si SNIF-RMN, dar si a instrumentelor statistice, cu scopul dezvoltarii unor
metodologii de autentificare a vinurilor care vor sta la baza construirii a unor baze de date cu probe
de referinta, cu ajutorul carora vor fi evaluate probele cu origine necunoscuta.

Principalele obiective ale tezei au fost:

>

Determinarea compozitiei elementale a vinurilor provenite din cele mai importante
regiuni viticole din Romania si utilizarea datelor analitice si a analizei statistice
multivariate pentru diferentierea vinurilor in functie de originea geografica de
provenienta.

Dezvoltarea si implementarea metodei de determinare a raportului isotopic &Sr/Sr din
vinuri si utilizarea acestuia pentru asigurarea trasabilitatii geografice a vinurilor.
Investigarea profilului compusilor fenolici din vinurile obtinute din diferite soiuri de
vita de vie si ani de productie, provenite din regiuni viticole reprezentative din Romania
si identificarea unor markeri specifici pentru clasificarea vinurilor Tn functie de
varietate, an de productie si regiunea de provenienta.

Caracterizarea vinurilor pe baza continutului de trans-resveratrol si evaluarea
Investigarea influentei soiului de strugure, a anului de productie si a datei de recoltare a
strugurilor asupra continutului de trans-resveratrol din pielita boabelor de strugure
pentru soiurile rosii de struguri.

Diferentierea vinurilor prin cumularea datelor referitoare la profilul elemental si cel al
compusilor fenolici din compozitia chimica naturald a vinurilor.

Clasificarea vinurilor rosii in functie de soi si anul de productie pe baza profilului
antocianilor majoritari, a rapoartelor dintre antociani, profilul acizilor organici,
amprentele *H RMN si *C RMN si amprenta izotopici (*3C/*2C, 80/*0 si D/H), dar si
cumularea variabilelor semnificative pentru fiecare clasd de compusi in parte, oferind
astfel o amprentd cat mai complexd a vinurilor, pe baza careia sd se realizeze 0
interpretare cat mai exacta a probelor de vinuri necunoscute.

Verificarea autenticitatii unor vinuri rosii de masa, disponibile pe piata, pe baza
investigatii analitice alternative pentru verificarea autenticitatii vinurilor rosii prin
monitorizarea tariei alcoolice a vinurilor (% vol.), a unor agenti de adulterare
(indulcitori si coloranti sintetici rosii, prezenta HMF) sau prin realizarea profilului
antocianilor, ca indicator al culoarii rosii a vinurilor.

Evaluarea statistica a fiecarui set de date utilizind analiza statisticd multivariatd prin
intermediul unor tehnici precum PCA, LDA, ANOVA, HCA.



CAPITOLUL 2
INVESTIGAREA PROFILULUI ELEMENTAL AL VINURILOR IN VEDEREA
DIFERENTIERII ACESTORA iN FUNCTIE DE ORIGINEA GEOGRAFICA

Stabilirea originii geografice a vinurilor reprezintd o problema de interes major pentru
tarile din intreaga lume, aceasta datoritd preocupdrii consumatorilor cu privire la autenticitatea
produselor pe care le consuma, pe de o parte, iar pe de alta parte, pentru a proteja produsele de
calitate Tn cazul declaratiilor false referitoare la originea geografica. Premiza de la care se
porneste in procesul de autentificare a originii geografice a vinurilor pe baza profilului elemental
este aceea cd profilul elemental al vegetatiei reflectd compozitia elementald a solului in care
aceasta creste si depinde de topografie, geologie si caracteristicile solului [43]. Prin urmare, doua
regiuni nu vor avea o harta identica a solurilor, si de aceea, profilul elemental al produselor
alimentare poate fi pus in crespondenta cu originea geografica a acestora.

Scopul studiului de fata a fost investigarea profilului elemental (ludnd in considerare
elemente precum Cr, Ni, Rb, Sr, Ag, Zn, Mn, Cu, Co, V, Pb si Be) al vinurilor autentice
provenite din podgorii romanesti celebre, din regiuni diferite, si anume: Muntenia (podgoria
Valea Calugareascd), Dobrogea (podgoria Murfatlar) si Moldova (podgoriile Iasi, Cotnari,
Bujoru, Panciu, Odobesti si Nicoresti) in incercarea de a diferentia vinurile in functie de regiunea
geografica. Un numar de 60 probe de vinuri, dintre care 26 vinuri rosii si 34 vinuri albe au fost
analizate prin ICP-MS, dupéd o etapa anterioara de pregitire a probei prin mineralizare cu
microunde Tn mediu acid. De asemenea, s-a investigat corespondenta intre profilul elemental al
vinurilor si profilul elemental al solurilor de provenienta.

Prin compararea valorilor medii ale concentratiilor de metale din vinurile provenite din
cele trei zone viticole, s-a observat pentru majoritatea elementelor, o suprapunere a domeniului
de concentratie. Cu toate acestea, elementele mai putin influentate de factorii de mediu si cei
tehnologici, permit creearea unui model de discriminare in functie de regiunea viticola.
Rezultatele obtinute arata ca se poate realiza o buna diferentiere a vinurilor Romanesti pe baza
urmatoarelor elemente: Ni, Ag, Cr, Sr, Zn si Cu pentru regiunea Valea Célugareasca, Rb, Zn si
Mn pentru regiunea Murfatlar si Pb, Co si V pentru vinurile din regiunea Moldova. Corelarea
continutului de Mn cu cel de Cr, Rb, Sr, Ag sau Co din vinuri permite o discriminare rezonabila
a vinurilor in functie de regiunea geografica.

Prin analiza PCA a setului de date analitice s-a observat cé distributia variabilitatii a fost
exprimatd pe baza a trei componente principale si care sumarizeaza aproximativ 82% din
variabilitatea datelor originale. Elemente precum Mn, Cr, Sr, Rb, Ag si Co au fost identificate ca
fiind markeri importanti in procesul de discriminare a vinurilor si solurilor din trei mari regiuni
produciatoare de vinuri din Romania.

Tn cazul vinurilor si solurilor investigate s-a evidentiat corelatia dintre compozitia
elementald a vinurilor si cea a solurilor de provenienta pentru urmatoarele elemente: Ni, Ag, Be,
Cr, Zn, Pb, Co si Cu. Aceastd premisa este importantd pentru aplicarea metodologiei de
amprentare pe baza datelor multielement si a analizei statistice pentru clasificarea vinurilor in
functie de originea geografica.



CAPITOLUL 3
INVESTIGAREA RAPORTUL IZOTOPIC 87Sr/%Sr SI A PROFILULI ELEMENTAL AL
VINURILOR TN VEDEREA DIFERENTIERII ACESTORA iN FUNCTIE DE
ORIGINEA GEOGRAFICA

Vinurile de prestigiu cu denumire de origine sau indicatie geografica sunt cel mai adesea
supuse falsificarii prin declaratii false referitoare la originea acestora si prin urmare este necesara
dezvoltarea de metode analitice care, prin intermediul unor markeri specifici, sa permit
certificarea acestor produse [43, 128]. Cei mai utilizati parametrii chimici pentru decelarea
originii geografice a vinurilor sunt: rapoartele izotopilor stabili ai hidrogenului, carbonului si
oxigenului [9], dar si profilul elemental [22, 23] si raportul izotopic 8/Sr/®Sr [143, 144] sau o
combinatie intre ele. Numeroase studii au aratat faptul ca exista o corelatie seminificativa intre
raportul isotopic 8Sr/%Sr in vinuri si solurile de provenienti [11]. Suplimentar, raportul isotopic
87Sr/88Sr nu este influentat de practicile din procesul tehnologic de obtinere al diferitelor produse
alimentare [141]. De asemenea, procesele metabolice de la nivelul plantelor nu afecteaza
fractionarea izotopicd a Sr [174], astfel cd raportul izotopic 87Sr/%®Sr din plante sau produsele
rezultate in urma procesirii reflectd raportul izotopic 8’Sr/®Sr al solurilor din regiunea de
provenienta.

Obiectivul acestui studiu a fost acela de a dezvolta metoda de determinare a raportul
isotopic 8’Sr/®Sr din vinuri prin ICP-QMS, dupa separarea prealabild a Sr de Rb din matricea
probei, separare realizata prin cromatografic de schimb ionic pe o rasina Dowex 50W-X8 si
elutia cu EDTA de diferite concentratii. Metoda a fost aplicatd pentru determinarea raportul
isotopic 87Sr/8Sr pentru 21 vinuri rosii cu denumire de origine controlati (DOC) sau indicatie
geografica (IG), provenite din trei regiuni geografice din Romania, situate relativ aproape una
fatd de cealalta (Dealurile Vrancei, Terasele Dunirii — Insuritei si Cuza Vodi), urmati de
evaluarea raportului ziotopic 8Sr/%®Sr, alituri de profilului elemental (realizat prin ICP-MS, F-
AAS si GF-AAS ) pentru stabilirea trasabilitatii geografice vinurilor analizate.

Precizia si acuratetea metodei au fost realizate folosind materialul de referinta certificat,
NIST SRM 987, cu o valoare certificati de 0,71034 pentru raportul isotopic 8 Sr/%Sr. Rezultatele
analitice obtinute pentru NIST SRM 987 au fost cuprinse intre 0,70652 — 0,71169, cu o valoare
medie de 0,70971, fiind 1n accord cu valoarea acceptata de 0,71034. RSD (%) a variat intre 0,41
— 0,68 %, cu o valoare medie de 0,53%.

Rezultatele analitice obtinute pentru raportul isotopic 8 Sr/%Sr din cele 21 vinuri rosii au
variat intre 0,71015 — 0,72311. S-au observant diferente intre valorile raportului izotopic
87Sr/f8Sr, chiar si in cazul vinurilor provenite din localitatile Insuritei si Cuza Voda, situate
relativ aproape una fata de cealaltd, in cadrul aceleasi regiuni. Rezultatele obtinute ilustreaza
faptul ci raportul isotopic 8'Sr/®®Sr reprezintdi un parametru important pentru diferentierea
vinurilor in functie de regiunea geografica de provenienta.

Datele analitice corespunzatoare acelor elemente al caror continut Tn vinuri nu este
influentat de factori exogeni, au fost evaluate chemometric, utilizdnd analiza LDA, pentru
clasificarea vinurilor in functie de originea geografica. Pe baza profilului elemental si a
rapoartelor K/Rb si Ca/Sr s-a reusit o buna discriminare a vinurilor in functie de originea de
provenienta, ceea ce demonstreazd importanta profilului elemental pentru trasabilitatea
geografica a vinurilor. Prin cuplarea profilului elemental, a rapoartelor K/Rb, Ca/Sr si a
raportului izotopic 8Sr/%Sr, s-a reusi, de asemenea, o buni diferentiere a vinurilor in functie de
regiunea de provenienta. Dintre variabilele investigate Tn acest studiu, Ga, Al si raportul izotopic
87Sr/853r au fost identificate ca fiind semnificative pentru diferentierea geografici a vinurilor

Vinurile provenite din regiunea Dealurile Vrancei pot fi differentiate in special pe baza
continutului de Ba, Pb, Ag, Mg, Zn, Cr, Ni, Se, Fe si a raportului izotopic 8’Sr/%Sr, in timp ce
vinurile din regiunea Terasele Dunirii — Insuritei pot fi discriminate pe baza continutului de Al,
Ga si Rb, iar vinurile din regiunea Terasele Dunérii — Cuza Voda pot fi discriminate pe baza
continutului de L1, Na si a raportului K/Rb.



Variatia raportului isotopic 8Sr/%Sr n vinurile provenite din regiuni geografice diferite,
consolideaza legdtura cu substratul geologic al teritoriului de productie, raportul isotopic
87Sr/88Sr reprezentand un marker geologic robust pentru stabilirea originii geografice a vinurilor,
nefiind influentat de practicile agricole si procesul tehnologic de vinificare. Cu toate acestea,
profilului elemental reprezintd un instrument valorous pentru diferentierea originii geografice a
vinurilor, determindrile analitice fiind mai usor de realizat si la un cost mai scazut.

CAPITOLUL 4 R
INVESTIGAREA COMPUSILOR FENOLICI DIN VINURI TN VEDEREA
CARACTERIZARII SI CLASIFICARII ACESTORA

Compusii fenolici din vinuri sunt substante care joaca un rol important in mai multe
proprietati senzoriale ale acestora, cum ar fi culoarea, aroma, astringenta si duritatea [56]. Pe de
alta parte, tipul si concentratia compusilor fenolici din vin depide de soiul de strugure, de
maturare, conditiile climatice, tehnicile de vinificatie [61, 62].

Consumul de alimente bogate in principii antioxidante prezintd multe beneficii asupra
sanatatii umane [82]. Vinurile, si in special vinurile rosii contin o varietate de compusi
polifenolici antioxidanti, dintre care trans-resveratrolul este considerat cel mai important [84].

Deoarece trans-resveratrolul reprezinta un principiu biologic activ deosebit de important
pentru om, au fost realizate numeroase studii cu scopul de a identifica sursele naturale bogate in
trans-resveratrol, printre care si vinurile rosii si pielita boabelor de strugure [187]. De asemenea
cativa autori au studiat procesul de transfer al trans-resvratrolului din strugure n vinuri [185].
Pentru a obtine vinuri rosii cu un continut mare de trans-resveratrol este foarte important de stiut
momentul optim de recoltare al strugurilor astfel Tncat acestia sa prezinte un maxim de
acumulare al trans-resveratrolului.

Tn capitolul 4 s-a evaluat posibilitatea autentificarii vinurilor pe baza diferitelor clase de
compusi fenolici — acizi fenolici, flavan-3-oli, rutin, trans-resveratrol si antociani. Determinarile
au fost realizate prin HPLC, iar rezultatele analitice au fost prelucrate statistic (LDA, ANOVA)
pentru identificarea principalilor markeri pentru stabilirea originii geografice, a soiului de
strugure din care au fost obtinute vinurile si eventual a anului de productie, pentru vinuri
provenite din regiuni viticole reprezentative din Romania.

Clasificarea vinurilor pe baza acizilor fenolici, a flavan-3-olilor, rutinului si trans-
resveratrolului

Tn acest studiu s-a investigat profilul polifenolic al unor vinuri autentice obtinute din
soiuri de struguri reprezentative (soiuri rosii - Cabernet Sauvignon, Feteasca Neagra, Pinot Noir,
Merlot si Burgund Mare si soiuri albe — Feteasca Alba, Muscat Ottonel), cultivate in regiuni
diferite din Romania (Valea Calugareasca, Murfatlar, Moldova (Bujoru si lasi), Minis), cu
scopul clasificarii acestora 1n functie de regiunea geografica de provenienta.

Rezultatele determinarilor analitice au demonstrate faptul ca profilul fenolic al vinurilor
rosii este mai bine definit comparativ cu cel al vinurilor albe, acest lucru datorandu-se procesului
de fermentatie care are loc Tn cazul obtinerii vinurilor rosii [179]. Dintre compusii fenolici
intalniti cu precadere in vinurile studiate sunt: (+)-catechina si (-)-epicatechina din grupul
flavonoizilor si acidul galic din clasa acizilor fenolici.

Profilul compusilor fenolici (acid galic, (+)-catechind, (-)-epicatechind, acid p-cumaric,
resveratrol si rutin) a permis diferentierea unor vinuri rosii (Feteasca Neagra, Cabernet
Sauvignon, Pinot Noir si Merlot) si albe (Muscat Ottonel, Feteasca Alba) in functie de regiunea
de provenienta. Astfel, pentru diferentierea vinurilor din regiunea Murfatlar sunt importanti
parametrii precum resveratrolul si acizii galic si p-cumaric, in timp ce diferentierea vinurilor din
regiunea Valea Cilugareascd se realizeazd pe baza continutului de (+)-catechina si (-)-
epicateching, iar cele din Moldova pe baza rutinului.
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Caracterizarea vinurilor pe baza conginutului de trans-resveratrol

Datorita faptului ca trans-resveratrolul reprezintd un principiu biologic activ aflat Tn
compozitia vinurilor, continutul acestuia a fost investigat intr-un numar de 70 vinuri rosii si albe
apartinand soiurilor Feteascd Neagrd, Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Mamaia,
Burgund Mare, Feteascd Regald, Tamaioasa Romaneasca, Sauvignon Blanc, Feteascd Alba,
Riesling Italian, Muscat Ottonel si Chardonnay, cu anii de productie cuprinsi intre 2008-2011,
provenite din patru regiuni viticole din Roméania (Muntenia, Dobrogea, Oltenia si Transilvania).
Datele analitice obtinute au fost prelucrate statistic pentru discriminarea vinurilor in functie de
regiunea de provenienta, a soiului si eventual a anului de productie, pe baza continutului de
trans-resveratrol.

Concentratia trans-resveratrolului in vinurile investigate a variat intre 0,03 — 10,23 mg/L
pentru vinurile rosii si intre 0,07 — 2,57 mg/L pentru vinurile albe, in functie de regiunea de
provenienta, de soi si anul de productie. S-a observant o suprapunere a intervalelor de
concentratie ale trans-resveratrolului in vinurile albe si rosii studiate, ceea ce face ca
diferentierea in functie de soi sa fie neconcludentd. Se poate observa faptul cd vinurile rosii
obtinute din soiurile de struguri cultivate in podgoria Murfatlar, Dobrogea au prezentat un
continut mai mare de trans-resveratrol, eventual, datorita expunerii de durata la soare [78] sau
datorita potentialului genetic al soiului de struguri Mamaia. Diferentierea exacta a vinurilor rosii
in functie de anul de recoltd, pe baza continutului de trans-resveratrol a fost dificil de evaluat
datorita faptului ca valorile obtinute au fost foarte apropiate.

Monitorizarea continutului de trans-resveratrol intr-un numar de 70 vinuri rosii si albe a
aratat faptul ca vinurile rosii apartinand soiurilor Mamaia, Pinot Noir si Feteasca Neagra se
dovedesc a fi o buna sursa de introducere a trans-resveratrolului n alimentatie. Cantitati
semnificative de trans-resveratrol au fost raportate, de asemenea si in vinurile din soiurile Merlot
si Cabernet Sauvignon. Vinurile albe au prezentat un continut seminficativ mai mic de trans-
resveratrol in comparatie cu vinurile rosii. Aparent se poate realiza o diferentiere a vinurilor din
regiunea Dobrogea, acestea fiind vinuri cu un continut ridicat de trans-resveratrol.

Monitorizarea trans-resveratrolului din pielita de strugure pe durata perioadei de
coacere a strugurilor si determinarea continutului de trans-resveratrol in vinurile rezultate

Acest studiu a urmarit influenta soiului de strugure, a anului de productie si a datei de
recoltare a strugurilor asupra continutului de trans-resveratrol din pielita boabelor de strugure
pentru soiurile rosii Pinot Noir, Merlot, Cabernet Sauvignon, Feteasca Neagra si Mamaia),
cultivate in podgoria Murfatlar, anii de recolta 2012 si 2013. S-a investigat si corelatia dintre
continutul de trans-resveratrol din pielita strugurilor si vinurile rezultate, pentru cei doi ani de
recolta.

Rezultatele monitorizarii continutului de trans-resveratrol din pielita de strugure au
indicat faptul ca nivelul trans-resveratrolului din pielita de strugure este semnificativ influentat
de soiul de strugure, anul recoltei si fiecare soi in parte prezintd o tendintd de maturare diferita.
Nivelul maxim de trans-resveratrol s-a atins spre sfarsitul perioadei de maturare, pentru toate
soiurile studiate, aceasta constatare fiind importantd pentru a gestiona procesul de vinificatie in
sensul obtinerii de vinuri cu un continut mare de trans-resveratrol.

Continutul de trans-resveratrol a fost semnificativ mai mare in recolta 2012, comparativ
cu recolta 2013, atat in pielita de strugure, cat si in vinurile rezultate, confirmand importanta
conditiilor climatice asupra acumularii trans-resveratrolului in struguri si totodata posibilitatea
diferentierii vinurilor in functie de anul de productie.

De asemenea, s-a observat o corelatie buna intre cantitatea de trans-resveratrol din pielita
de strugure si cea din vinurile obtinute, acest lucru indicand faptul ca nivelul de trans-resveratrol
din pielita de strugure poate fi utilizat ca indicator pentru a prezice nivelul trans-resveratrolului
din vinurile rosii rezultate.
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CAPITOLUL 5
INVESTIGAREA PROFILULUI ELEMENTAL SI CEL AL COMPUSILOR FENOLICI
DIN VINURI TN VEDEREA DIFERENTIERII ACESTORA TN FUNCTIE DE
ORIGINEA GEOGRAFICA SI SOI

Monitorizarea concentratiilor micro- si macro-elementelor din vinuri prezinta o
importantd deosebitd datoritd abilitdtii lor de a diferentia vinurile in functie de originea
geografica in care au fost cultivati strugurii, fiind astfel instrumente valoroase pentru
trasabilitatea geografica a vinurilor [43]. Compusii fenolici din vinuri prezintd un rol
fundamental, contribuind Tn mare masura la formarea caracteristicilor specifice ale acestora, cum
sunt culoarea, aroma, savoarea, fiind astfel, instrumente valoroase pentru diferentierea intre
diferite soiuri [56]. Tendinta de a studia compozitia vinurilor pe baza constituentilor minoritari
este din ce in ce mai mare, pentru a obtine o caracterizare cat mai complexa a acestora, care sta
la baza procesului de autentificare a vinurilor [81].

Studiul de fata a evaluat posibilitatea utilizarii profilului elemental (21 elemente - Li, Be,
Co, Ni, Cs, U, Pb, V, As, Ba, Cr, Cu, Zn, Al, Mn, RDb, Sr, Fe, Ca, Mg, Na, K) si cel al compusilor
fenolici ((+)-catechina, (-)-epicatechina, resveratrol si acizii galic, p-cumaric, ferulic, trans-
cinamic) pentru diferentierea vinurilor din podgoriile Recas si Dragasani in functie de originea
geografica si soi. Determindrile analitice au fost realizate prin ICP-MS si F-AAS pentru
stabilirea profilului elemental si HPLC pentru stabilirea profilului compusilor fenolici, iar datele
analitice obtinute au fost procesate statistic utilizand analiza PCA, cu evinentierea principalilor
markeri de autentificare. Vinurile investigate in acest studiu reprezinta vinuri autentice, dulci si
seci, obtinute Tn podgoria Dragasani (regiunea viticola Oltenia) si podgoria Recas (regiunea
viticola Banat). Soiurile investigate au fost: Tamaioasa Romaneasca, Cramposie Selectionata,
Feteasca Regala, Sauvignon Blanc, Chardonnay, Muscat Ottonel pentru vinurile albe si Negru de
Dragasani, Pinot Noir, Cabernet Sauvignon, Merlot pentru vinurile rosii.

Prin analiza statistici multivariatd a datelor referitoare la profilului elemental si cel al
compusilor fenolici, S-a realizat o buna diferentiere a vinurilor in functie de originea geografica
si soi, si chiar o diferentiere a vinurilor provenite din areale viticole diferite, situate la distante
relativ mici unul fata de celalalt (partea de Nord si cea de Sud a podgoriei Dragasani). Astfel,
markeri importanti pentru diferentierea vinurilor in functie de originea geografica au fost
identificate elemente precum Ba, Be, Cr, Cs Li, Mg, Na, Ni, Sr, U si Zn si compusi fenolici
precum (+)-catechina, (-)-epicatecina, resveratrolul, acizii ferulic si p-cumaric.

Pentru vinurile provenite din podgoria Dragdsani am identificat posibilitatea diferentierii
soiului pe baza compozitiei elementale si a profilului compusilor fenolici, cu evidentierea unor
markeri pentru clasificarea vinurilor Tn functie de soiul de strugure. Soiurile native din podgoria
Dragasani (Cramposie Selectionata si Negru de Dragasani) au prezentat cantitati importante de
Zn si Ba si cantitati scdzute de Na si Cs, comparativ cu celelalte varietati investigate (Tamaioasa
Romaneascd, Sauvignon Blanc si Feteasci Regali). In ceea ce priveste markeri organici,
diferentierea vinurilor in functie de soi se poate realiza pe baza continutului de (+)-catechina,
acidul ferulic si trans-resveratrol. Soiul Feteascd Regald a prezentat un continut mare de (+)-
catechind si acid ferulic si un continut scazut de trans-resveratrol, comparative cu celelalte
soiuri. Soiul Tamaioasda Romaneasca este caracterizat de cantitati importante de trans-resveratrol
si acid ferulic. Pe baza markerilor anorganici (Cs, Na, Zn, Ni, U si Ba) si a celor organici ((+)-
catechina, acid ferulic si trans-resveratrol) s-a realizat diferentierea, cu un procent de 74%, a
soiurilor specifice podgoriei Dragasani fata de cele internationale. Metodologiile propuse pot fi
aplicate pentru stabilirea originii geografice si a soiului in cazul vinurilor disponibile comercial.

12



CAPITOLUL 6
INVESTIGAREA PROFILULUI ANTOCIANILOR SI ACIZILOR ORGANICI, A
AMPRENTEI RMN SI AMPRENTEI IZOTOPICE A VINURILOR iN VEDEREA
DIFERENTIERII ACESTORA N FUNCTIE DE SOI SI ANUL DE PRODUCTIE

In ultimii ani, evaluarea trasabilititii si autenticititii vinurilor a devenit o conditie
prealabild in tot mai multe tiri din intreaga lume [2]. Tn industria vinurilor, dezvoltarea de
aplicatii chemometrice, care iau in considerare un volum mare de informatii analitice referitoare
la compozitia vinurilor s-a dovedit un instrument versatil si valoros pentru evaluarea originii
geografice [9], a soiului [41, 206], anului de productie [41, 207] si a caracteristicilor tehnologice
[208].

Tn acest studiu ne-am propus dezvoltarea unor metodologii de clasificare a vinurilor
autentice in functie de soi si anul de productie si identificarea unor markeri specifici pentru
fiecare tip de clasificare in parte. Pentru aceasta, au fost investigate cinci soiuri de vinuri rosii
autentice (Cabernet Sauvignon, Merlot, Feteascd Neagra, Pinot Noir si Mamaia) obtinute in
podgoria Murfatlar, podgorie caracterizatd de un climat ce favorizeaza producerea de vinuri de
calitate superioara, fiind investigate atat vinuri tinere, cét si vinuri invechite, cu anii de productie
cuprinsi intre 2009-2014. Datele analitice referitoare la compozitia antocianilor, acizilor
organici, parametrii izotopici (*3C/*2C, 80/**O si D/H), dar si a informatiilor obtinute din
spectrele *H RMN si 3C RMN au fost procesate statistic utilizand analiza LDA. Tehnicile
analitice utilizate Tn acest sens au fost: HPLC si RMN pentru otinerea amprentelor diferitelor
clase de compusi chimici organici din compozitia vinurilor, precum si IRMS si SNIF-NMR
pentru realizarea amprentei izotopice.

n general, pe baza markerilor abordati in acest studiu, s-a reusit diferentierea vinurilor n
5 grupuri clar separate, corespunzatoare celor 5 soiuri de vinuri investigate, in acest sens,
markeri importanti fiind malvidin-3-O-glucozida (Mv), rapoarte dintre antociani, si anume,
raportul dintre malvidin-3-O-acetilglucozida si malvidin-3-O-glucozida (Mva/Mv) si raportul
dintre antocianii acetilati si cei cumarilati ai peonidinei si malvidinei (Ra/c); acizii oxalic,
shikimic, lactic, citric si succinic; rapoartele izotopice (D/H)I si 813C; 2,3-butandiol, metanolul,
glucoza si amino acizi precum alanina, histidina si leucina - variabile identificate din amprentele
RMN.

Pentru diferentierea vinurilor in functie de anul de productie, concentratiile analitilor din
vinuri au fost setate ca variabile independente, iar anii de productie (intre 2009 si 2014) au fost
setati ca variabile de clasificare. Astfel, diferentierea intre anii de productie s-a realizat pe baza
urmatoarelor variabile: delfinidin-3-O-glucozida (De), peonidin-3-O-glucozida (Pe), malvidin-3-
O-acetilglucozida (Mva), malvidin-3-O-cumarilglucozida (Mvc), peonidin-3-O-
cumarilglucozida (Pec), dar si diferite rapoarte dintre antociani, dintre care, rapoartele dintre
cianidin-3-O-glucozida (Cy), petunidin-3-O-glucozida, malvidin-3-O-cumarilglucozida si
malvidin-3-O-glucozida (Cy/Mv, Pt/Mv, Mvc/Mv) si raportul dintre suma antocianilor si
malvidin-3-O-glucozida (San/Mv) drept parametrii antocianici; parametrii izotopici (520, §*3C,
(D/H)ii si R - distributia relativa a deuteriului in gruparile metil si metilen ale molecule de
etanol); glucoza, aminoacizi (alanina si izoleucina), glicerolul - variabile identificate din
amprentele RMN

Astfel, s-a demonstrat faptul ca prin utilizarea analizei statistice multivariate pentru un set
cat mai complex de date analitce obtinute prin diferite tehnici instrumentale, se poate realiza o
clasificare corecta a vinurilor in functie de soi si anul de productie. Validarea modelelor statistice
propuse pentru clasificarea vinurilor rosii s-a realizat pe baza unui set de vinuri de control, dar si
prin utilizarea tehnicii de cross-validare. Pentru fiecare soi Tn parte si an de productie s-a obtinut
o clasificare corecta a probelor de vinuri de control, ceea ce confirma validarea modelelor
statistice propuse si posibilitatea utilizarii lor pentru autentificarea vinurilor necunoscute.
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CAPITOLUL 7

CERCETARI CU PRIVIRE LA CALITATEA VINURILOR ROSII PE BAZA
INVESTIGATIILOR MULTIPARAMETRU PENTRU IDENTIFICAREA UNOR
PRACTICI FRAUDULOASE

Matricea “vin” prezintd o importantd deosebitd din punct de vedere al testdrii
autenticitatii, deoarece a fost intotdeauna subiect pentru diferite practici frauduloase. Productia
de vinuri si comercializarea acestora au fost intotdeauna asociate cu costuri ridicate si, de aceea,
contrafacerea acestora si declaratiile false cu privire la originea acestora sunt tot mai intalnite.
Vinurile care sunt frecvent adulterate sunt vinurile de masa care sunt ambalate Tn ambalaje PET,
comercializate sub diferite denumiri, si mai putin vinurile de calitate.

Tn cadrul acestui studiu ne-am propus utilizare unor tehnici analitice avansate pentru
testarea autenticitatii si trasabilitatii vinurilor, in scopul depistarii unor practici frauduloase din
industria vinurilor. Tn acest scop, 29 probe de vinuri de masa, ambalate in sticle PET, cumparate
de pe piata au fost investigate pentru depistarea adaugarii frauduloase de zahar, apa, indulcitori
sintetici si agenti de colorare sintetici. De asemenea, in acest studiu au fost investigate si 23
probe de vinuri rosii autentice obtinute prin microvinificare in cadrul podgoriei Murfatlar
(Roménia), aceste probe fiind considerate drept probe de referinta. Aditia exogena de zahar si
apa in vinurile rosii de masa contrafacute a fost depistatd prin masurarea continutului izotopilor
stabili (83C si 6'®0), si suplimentar, adulterarea vinurilor a fost confirmati pe baza unor
parametrii clasici, precum taria alcoolicd a vinurilor (% vol.), prezenta 5-hidroximetil-2-
furaldehidei (HMF), dar si a indulcitorilor sintetici sau a colorantilor sintetici rosii utilizati
pentru a corecta deficientele de gust si culoare. De asemenea, Tn scopul stabilirii autenticitatii
vinurilor de masa, s-a investigat natura si profilul antocianilor, ca indicator al modificarii culorii
rosii a vinurilor, in urma proceselor de adulterare.

In prima parte a acestui studiu, pentru evaluarea autenticititii probelor de vinuri
investigate (comerciale si autentice), s-a utilizat metoda bazata pe analiza rapoartelor izotopilor
stabili (SIRA) care presupune compararea valorilor izotopilor stabili ale vinurilor investigate (in
cazul nostru, carbon si oxigen), cu bazele de date izotopice pentru vinuri autentice din aceleeasi
regiuni geografice si ani de productie. Aceasta procedura a permis detectarea vinurilor ale caror
date izotopice se afla in afara intervalului de variatie, sugerand adulterarea prin addugarea de
zaharuri, alcool sau apa. Astfel, vinurile investigate (23 vinuri autentice si 29 de vinurile de masa
comerciale) au fost grupate in patru categorii: vinuri autentice (23 probel), vinuri de masa bune
(16 probe), vinuri de masa suspecte de adulterare (5 probe) si vinuri de masa adulterate (8
probe).

Tn acelasi timp, in cazul vinurilor care prezintd caracteristici organoleptice modificate,
pentru evaluarea autenticitatii acestora, se pot realiza si alte investigatii analitice accesibile mai
multor laboratoare, cum sunt investigatiile cromatografice care permit identificarea unor aditivi
alimentari nepermisi in industria vinurilor (indulcitori sintetici si coloranti rosii sintetici), precum
si a 5-hidroximetilfurfuralului (HMF), pe baza caruia pot fi depistate anumite practici oenologice
nepermise. Astfel, vinurile de masa clasificate drept adulterate au fost Tndulcite prin adaos
nepermis de indulcitori sintetici (acesulfam de K, zaharina, aspartam) sau colorate artificial prin
folosirea nepermisa a colorantului rosu sintetic - azorubin, confirmand astfel falsificarea
exagerata a acestor vinuri pentru a corecta deficientele de gust si culoare datorate aditiei de apa
exogenda. HMF a fost depistat intr-o singura proba de vin de masa, indicand o posibild aditie de
sirop de fructoza din porumb (HFCS) pentru saptalizare.

Desi profilul antocianic al vinurilor reprezinta instrumente valoroase pentru diferentierea
vinurilor in functie de soi [95, 227], noi am investigat acesti compusi in stransa legatura cu
modificarea culorii rosii a vinurilor in urma realizarii unor practice frauduloase.

Pentru vinurile de masa, s-au observant diferente intre profilele antocianilor din vinuri, in
functie de categoria in care au fost incadrate (vinuri de masa bune, vinuri de masa suspecte si
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vinuri de masa adulterate), continutul antocianilor fiind mai mare in vinurile de masa bune,
comparativ cu cele suspecte de adulterare sau cu cele adulterate.

Adulterarea vinurilor de masa prin aditie de apa conduce la un profil antocianic diminuat,
ceea ce se reflecta Tn modificarea culorii rosii a vinurilor, markeri relevanti in acest sens fiind
delfinidin-3-O-glucozida (De), petunidin-3-O-glucozida (Pt) si malvidin-3-O-glucozida (Mv). Tn
mod deosebit, rapoartele antocianice reprezintd instrumente valoroase pentru diferentierea
vinurilor de masa adulterate care prezintd o amprenta izotopica puternic modificata, caracterizate
prin adulterarea excesiva cu plante C4 si aditie de apa. De asemenea, diluarea vinurilor cu apa,
urmata de corectarea culorii prin addugarea de coloranti sintetici cum este azorubinul, duce la
modificarea profilului antocianilor.

Rezultatele indica faptul cd profilul antocianilor si anumite rapoarte dintre antocianii
individuali, Tmpreund cu interpretarea statistici a datelor, ofera informatii fiabile pentru
diferentierea vinurilor investigate in functie de calitatea acestora. Astfel, clasificarea vinurilor pe
baza profilelor antocianice si a rapoartelor antocianice propuse, sunt in concodanta cu rezultatele
obtinute 1n urma investigatiilor izotopice prin IRMS.

Pin investigarea unui numar cat mai mare de parametrii chimici, cum sunt parametrii
izotopici, aditivi alimentari (indulcitori sintetici si coloranti rosii sintetici), dar si profilul
antocianilor, se poate realiza o evaluare corectd a autenticitatii vinurilor de masa rosii de pe
piata.

Clasificarea vinurilor pe baza profilelor antocianice si a rapoartelor antocianice propuse
este in concodanta cu rezultatele obtinute in urma investigatiilor izotopice prin IRMS. Prin
urmare, crearea unei baze de date cu amprentele antocianice corespunzitoare vinurilor rosii
naturale, reprezintd un instrument valoros pentru identificarea vinurilor rosii adulterate de pe
piata, aceasta fiind realizata prin utilizarea unor tehnici analitice disponibile in mai multe
laboratoare.

Rezultatele acestui studiu arata ca 28% din vinurile de masa investigate au fost adulterate
si 17% au fost suspecte de falsificare, indicand o crestere alarmanta a practicilor frauduloase
(adaugarea de zaharuri naturale sau artificiale, aditie de apa si agenti de colorare) n industria
vinului.

CONCLUZII GENERALE

Tn cadrul acestei teze de doctorat au fost abordate diferite metodologii de autentificare si
control ale vinurilor, cu accent pe evidentierea principalilor markeri de autentificare precum si a
tehnicilor analitice folosite pentru clasificarea vinurilor in functie de originea geografica de
provenientd, soiul de strugure, anul de productie si calitate. Astfel, s-au realizat investigatii
referitoare la profilul compozitional al unor vinuri autentice provenite din areale viticole
reprezentative ale Romaniei (Valea Calugéreasca, Murfatlar, Moldova, Dragasani, Recas, Minis,
Dealurile Vrancei, Terasele Dunirii — Insuritei si Cuza Voda), atat vinuri rosii (Feteasci Neagra,
Cabernet Sauvignon, Merlot, Pinot Noir, Mamaia, Burgund Mare), cét si vinuri albe (Feteasca
Regala, Tamaioasd Romaneasca, Sauvignon Blanc, Feteascd Alba, Riesling Italian, Muscat
Ottonel si Chardonnay) si ani de productie diferiti (2009-2014). S-a realizat clasificarea vinurilor
n functie de originea geografica de provenientd, soiul de strugure si anul de productie, dupa caz,
pe baza datelor analitice referitoare la compozitia elementald, compozitia diferitelor clase de
compusi organici (compusi fenolici — acizi fenolici, flavan-3-oli, rutin, trans-resveratrol,
antociani; acizi organici; aminoacizi; zaharuri) si amprenta izotopica, utilizdnd tehnici
instrumentale avansate (ICP-MS, AAS, HPLC, RMN, IRMS, SNIF-RMN) si analiza statistica
multivariatda (PCA, LDA, ANOVA, AHC) pentru interpretarea datelor analitice.

De asemenea, s-a urmadrit verificarea autenticitdtii unor vinuri rosii de masa pe baza
investigatiilor izotopice (prin IRMS) si cromatografice (prin HPLC) in scopul identificarii
practicilor frauduloase (aditia de zahdr si apa in vinuri, aditia indulcitorilor sintetici si a
colorantilor rosii sintetici) utilizate in procesul tehnologic de obtinere a vinurilor.

15



Principalii markeri, tehnicile analitice si metodele chemometrice utilizate in prezenta teza
pentru autentificarea vinurilor, au fost:

Markeri Tehnici instrumentale/statistice Autentificarea vinurilor
Profilul elemental ICP-MS, AAS / PCA, LDA,
ANOVA Originea geografica
Raportul isotopic ®Sr/%Sr ICP-QMS / LDA
Compusii fenolici: acizi Autentificare soi
fenolici, flavan-3-oli, HPLC-PDA / ANOVA Originea geografica
flavonoli, stilbeni, antociani Autentificare an de productie
Acizii organici HPLC-PDA / LDA Autentificare soi
Amprenta RMN RMN / LDA Autentificare an de productie
Amprenta izotopica Autentificare an de productie
(613C, 6180 5i D/H) IRMS, SNIF-NMR / LDA Autentificare soi
Amprenta izotopica
(613C G 6180) IRMS / LDA, HCA Identificarea manoperelor

Aditivi alimentari frauduloase

(indulcitori, coloranti), HPLC-PDA / LDA, ANOVA
HMEF, profilul antocianic

Rezultatele prezentate in cadrul tezei de doctorat constituie punctul de plecare pentru
construirea unor baze de date cu principalele clase de compusi chimici aflati in compozitia
chimica naturald a vinurilor (minerale, compusi fenolici, zaharuri, aminoacizi, compusi volatili),
alaturi de baza de date cu valori izotopice, deja existentd, pe baza carora sa se poata realiza
autentificarea unor vinuri necunoscute.

Metodologiile de clasificare a vinurilor propuse in cadrul prezentei teze de doctorat pot fi
aplicate si pentru vinurile provenite din alte regiuni viticole, diferite soiuri si ani de productie,
fiind astfel utile pentru prevenirea practicilor frauduloase din industria de profil.

ORIGINALITATEA S1 CONTRIBUTIILE INOVATOARE ALE TEZEI

Originalitatea tezei constd in investigarea compozitiei chimice naturale a vinurilor din
Romania si punerea in valoare a metodelor analitice si statistice prin intermediul carora se poate
realiza discriminarea vinurilor in functie de originea geografica, soi, anul de productie si calitate.

In prezenta tezi de doctorat s-a investigat, pentru prima dati, posibilitatea utilizarii
profilului elemental si a raportului isotopic 8Sr/%Sr pentru diferentierea originii geografice a
unor vinuri provenite din regiunile viticole reprezentative din Romania, metoda de determinare a
raportului isotopic 8’Sr/®Sr din vinuri fiind implementati pentru prima dati in Romania.

De asemenea s-a studiat potentialul compusilor fenolici din vinuri, cu evidentierea
markerilor specifici pentru diferentierea vinurilor in functie de soi, anul de productie si regiunea
geografica de provenientd. Pentru prima datd in Romania s-a realizat un studiu referitor la
monitorizarea continutului de trans-resveratrol Tn pielita strugurilor rosii, cu stabilirea
momentului optim de recoltare, in vederea obtinerii unor vinuri cu continut ridicat de trans-
resveratrol, principiu biologic activ cu numeroase efecte benefice asupra sanatatii. Investigarea
continutului de trans-resveratrol intr-un numar de 70 vinuri rosii si albe din Romania a
demonstrat faptul ca vinurile rosii apartinand soiurilor Mamaia, Pinot Noir si Feteasca Neagra se
dovedesc a fi o buna sursa de introducere a trans-resveratrolului in alimentatie.

Pentru prima data s-a investigat posibiltatea diferentierii unor vinuri rosii in functie de soi
si anul de productie, pe baza investigatiilor analitice multiparametru realizate cu ajutorul unor
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tehnici analitice avansate precum HPLC, RMN, IRMS si SNIF-RMN si stabilirea markerilor
specifici pentru fiecare tip de clasificare in parte.

In cele din urmi, aceastd tezi oferi informatii valoroase referitoare la posibilitatea
autentificarii vinurilor rosii de masa adulterate, de pe piatd, pe baza metodei izotopilor stabili
(carbon si oxigen) si a bazei de date izotopice pentru depistarea aditiei de apa si zaharuri in
vinuri si utilizarea unor investigatii analitice alternative pentru confirmarea practicilor
frauduloase depistate. Profilul antocianilor majoritari din vinurile rosii a fost utilizat pentru
prima data pentru evaluarea calitdtii unor vinuri rosii de masa.

Rezultatele cercetarilor intreprinse Tn cadrul acesteti teze de doctorat au fost diseminate
prin elaborarea si publicarea ca prim autor a unui numar de 7 lucrari stiintifice in jurnale
indexate ISI; publicarea a 5 lucrdri originale in reviste indexate in baze de date nationale si
internationale; participarea la 5 manifestari stiintifice internationale; participarea la 8§ manifestari
stiintifice nationale.
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