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OBIECTIVE STIINTIFICE SI JUSTIFICAREA ALEGERII TEMEI

Mierea de albine este unul din produsele cele mai complexe din punct de vedere
biologic, in compozitia careia s-au descoperit substante foarte importante pentru organismul
uman. Acest fapt sporeste mult importanta mierii in alimentatia omului, comparativ cu alte
produse alimentare valoroase din punct de vedere nutritional. Compozitia chimica, precum
si importanta mierii pentru organism sunt determinate de natura ei.

Teza de doctorat intitulata ”Studii privind autentificarea si caracterizarea prin
tehnici moderne a mierii de albine din Romania’ a vizat ca principal obiectiv studiul unor
diferite tipuri de miere (salcam, tei, rapita, floarea-soarelui, Prunus, mana si poliflora), sub
aspect melisopalinologic, fizico-chimic, biochimic, reologic si senzorial. Pentru autentificarea
mierii romanesti s-au utilizat diferite metode moderne cuplate cu tehnici de chemometrie.

Astfel, in cadrul planului de lucru din programul doctoral au rezultat urmatoarele
obiective specifice:

+* Crearea unei banci de mostre autentice de miere de albine din Romania din diferite
surse florale si zone geografice.

% Autentificarea originii botanice si clasificarea pe tipuri de miere prin identificarea si
cuantificarea spectrului polenic bazat pe aplicarea metodei microscopice
(melisopalinologice) cuplata cu metoda chemometrica de prelucrare statistica.

*» Caracterizarea fizico-chimica prin metode traditionale si moderne (HPAEC-PAD), in
vederea identificarii compusilor predominanti din miere (spectrul glucidic,
echipamentul enzimatic si etc.).

» Studiul proprietatilor biologic active ale diferitelor tipuri de miere prin determinarea
continutului total de polifenoli, continutului total de flavonoide, a capacitatii
antiradicalice dar si a indicelui de oxidare.

» Evolutia in timp a comportamentului reologic al mierii de albine prin evaluarea
diferitilor parametrii reologici.

s Caracterizarea senzoriald a probelor de miere prin evaluarea descriptorilor
organoleptici specifici.

% Clasificarea si autentificarea mierii prin combinarea metodelor chemometrice
(Cluster ierarhic, Analiza Componentilor Principali, Analiza Discriminanta Factorial3,
Corelatii canonice si Pearson) si crearea unei baze de date constituita din profilele
palinologice, fizico-chimice, biochimice si senzoriale ale mierii romanesti.




Prezenta teza de doctorat este structurata in doua parti, astfel:
STUDIUL DOCUMENTAR

Capitolul 1, intitulat ”’Apicultura si importanta ei in Romania” este structurat in trei
subcapitole care descriu diferite consideratii teoretice privind istoria apiculturii Tn tara
noastra, caracteristici ale albinei romanesti Apis mellifera Carpatica cat si potentialul
apiculturii si productia de miere de calitate din Romania.

Capitolul 2, denumit "’Baza melifera” este structurat in doua subcapitole alcatuite din
consideratii teoretice privind vegetatia melifera a Romaniei, clasificarea plantelor melifere
cu impact si caracterizarea taxonomica a acestor plante.

Capitolul 3, intitulat ""Melisopalinologia ca stiinta si preocuparile ei moderne”
cuprinde 2 subcapitole formate din considerente teoretice si stadiul actual al cercetarii in
domeniu dar si rolul si importanta aplicarii metodei palinologice, cat si structura morfologica
a granulei de polen cu importanta majora in identificarea corecta a speciei unei plante
melifere.

Capitolul 4, intitulat ’"Mierea de albine”, care este format din 5 subcapitole, prezinta
clasificarea mierii, tipurile de miere utilizate in prezentul studiu si caracteristicile sale,
caracteristicile fizico-chimice ale mierii, Tnsusirile terapeutice dar si stadiul actual al
cercetdrilor in domeniu.

PARTEA EXPERIMENTALA

Capitolul 5, intitulat ”Identificarea spectrelor polenice diferitelor tipuri de miere din
Romania prin analiza melisopalinologica’”, prezinta rezultatele obtinute prin trasarea
spectrelor polenice pentru cele 54 de probe de miere analizate Tn urma aplicarii metodei
palinologice cantitative si calitative, identificarea tipurilor de miere luate in lucru dar si
clasificarea acestora in functie de originea botanica.

Capitolul 6, denumit "’Contributii privind controlul calitatii mierii romanesti”’ prezinta
rezultatele obtinute Tn urma identificarii si cuantificarii celor mai importanti parametrii ai
mierii precum: glucidele, proteinele, grasimile, apa, echipament enzimatic, indicatori ai
prospetimii (HMF, invertaza, diastaza), valoare energetica.

Capitolul 7, intitulat “Evolutia in timp a comportamentului reologic al mierii de
albine” prezinta profilele reologice ale tuturor tipurilor de miere analizate prin diferite teste
precum: testul de crestere progresica a deformarii, testul de crestere progresiva a
frecventei, testul de curgere in trepte si testul de crestere progresiva a temperaturii. In cea
de-a doua parte a acestui capitol a fost evaluat efectul temperaturii asupra vascozitatii mierii
utilizand diferite modele matematice care descriu aceastd influentd. Tn urma analizei de
clusterizare ierarhica, in functie de vascozitatea probelor evaluate, s-a obtinut gruparea
acestora pe tipuri de miere.




Capitolul 8, denumit "’Studiul activitatii antioxidantente a mierii romanesti analizate”
prezinta rezultatele obtinute Tn urma evaluarii potentialului antioxidant prin diferite metode:
estimarea continutului total de polifenoli prin metoda Folin-Ciocalteu, estimarea
continutului total de flavonoide, estimarea activitatii antiradicalice (RSA-radical scavenging
activity) si estimarea indicelui de oxidare. Prin prelucrare statistica a rezultatelor s-au obtinut
corelatii canonice semnificative intre diferitele metode de determinare a activitatii
antioxidante. De asemenea, In urma analizei de clusterizare ierarhica a fost posibila
autentificarea originii botanice in functie de capacitatea antioxidanta si discriminarea intre
mierea florala si cea de mana.

in capitolul 9, intitulat ”Evaluarea calitatii mierii romanesti pe baza analizei
senzoriale” este prezentat profilul senzorial al tipurilor de miere evaluate de un grup de
degustatori specialisti (flmpreund cu autorul lucrarii care a fost pregatit Tn acest sens), din
cadrul Institutului Técnica del Consejo Regulador Geografica Protejida Miel de Galicia din
Spania. S-au stabilit, prin aplicarea analizei compentelor principale, atributele senzoriale care
discrimineaza puternic tipurile de miere precum si coeficientii de corelatie Pearson pentru
acesti descriptori organoleptici. De asemenea, in functie de culoare si gustul dulce, este
posibild autentificarea originii botanice a mierii aplicand analiza de clusterizare ierarhica.

Capitolul 10, intitulat ”’Autentificarea originii botanice a mierii romanesti bazata pe
combinarea analizelor fizico-chimice si chemometrice” prezinta rezultatele obtinute in urma
autentificarii prospetimii mierii prin identificarea posibilelor fraude, autentificarea originii
botanice utilizand metode palinologice, fizico-chimice, biochimice si chemometrice. in partea
a doua este prezentat profilul fizico-chimic, biochimic, palinologic si senzorial caracteristic
fiecarui grup de miere evaluat.

n final, au fost prezentate contributiile originale ale actualei teze de doctorat, care
prezinta impact asupra dezvoltarii cunoasterii in acest domeniu dar si viitoarele perspective
de continuare a cercetarilor si diseminarea rezultatelor pe perioada programului de studii
doctorale (01.10.2009 - 14.09.2012).

Realizarea activitatilor de cercetare care au respectat si indeplinit obiectivele
stiintifice ale tezei de doctorat a avut loc in cadrul:

+«»+ Laboratorului de Analize Fizico-Chimice si Microbiologice ale Alimentelor
acreditat RENAR al Facultatii de Stiinta si Ingineria Alimentelor, Universitatea
Dundrea de Jos, Galati, Romania.
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4+ Laboratorului de Biologie Vegetald si Stiinta Solului din cadrul
departamentului de Apicultura si Biologie, Facultatea de Stiinte, Universitatea
de Vigo, Ourense, Spania.




CAPITOLUL 5. IDENTIFICAREA SPECTRELOR POLENICE ALE TIPURILOR DE
MIERE DIN ROMANIA PRIN ANALIZA MELISOPALINOLOGICA

5.2. MATERIALE S| METODE

Ca referinta pentru identificarea diferitelor specii de polen studiate s-au utilizat
preparatele microscopice din palinoteca (biblioteca de polen) Departamentului de Biologie
Vegetald si Apiculturd din cadrul Facultdtii de Stiinte din Ourense, Spania. In paralel s-au

folosit chei de identificare polenica.

Probele de miere supuse prezentului studiu (n=54) au fost achizitionate direct de la
apicultor care a garantat originea sa botanica si geografica, dar si de la Asociatia
Crescatorilor de Albine din diferite localitati. Probele au fost obtinute din 2 culturi (culesuri)
consecutive coresponzand anilor 2009 si 2010 (tabelul 5.1 si 5.2).

S-au utilizat in total 54 de probe de miere dintre care: 26 de probe din Moldova, 13
probe din Muntenia, 12 probe din Transilvania si 3 probe din Dobrogea (figura 5.1).

Tabelul 5.1. Originea geografica si botanica a probelor de miere conform declaratiei

producatorului

Tip de miere Numar probe Origine geografica (localitate)
R Arges, Brasov, Bucuresti, Galati, lalomita, lasi,
Salcam n=21 .
Cluj-Napoca
) Arges, Brasov, Tulcea, Bacau, Neamt, Galati,
Tei n=17 .. .
Braila, lasi
. Braila, Slobozia, Vaslui, Galati, Bacau, Brasov,
Rapita n=4 S
Bucuresti, Timisoara, Tulcea
Floarea-soarelui n=2 Valcea, Bucuresti, Vaslui, Bihor
Pomi fructiferi (Prunus) n=1 Brasov
Mana (brad, mana, faneata) n=3 Brasov, Bacau, Galati
. Galati, Tulcea, Bucuresti, Brasov, Oradea,
Poliflora n=5 o
Timigoara
Papadie n=1 Cluj-Napoca

Fiecare proba de miere a fost depozitata in recipiente de sticla care au fost corect
etichetate si transportate la laboratorul din cadrul Facultdtii de Stiinta si Ingineria
Alimentelor pentru analizele ulteriore. Analizele parametrilor de calitate au fost efectuate la




data intrarii in laborator a probelor de miere, restul fiind transferate in recipiente sterile de
plastic pastrate in conditii de refrigerare.

Tabelul 5.2. Originea botanica si caracteristici apicole a probelor de miere conform
declaratiei producatorului

L. L. Numar Nectar-Polen- . . Productia de
Origine botanica . Luna de inflorire .
probe Mana miere (kg/ha)
Salcam n=21 N,P mai-iunie 1000
Tei n=14 N,P iunie-iulie 1200
Rapita n=4 N,P mai-iunie 30-100
Floarea-soarelui n=2 N,P iunie-septembrie 35-100
Pomi fructiferi (Prunus) n=1 N,P martie-iunie -
Mana (brad, mana, . aprilie-mai
. . n=3 mana 20
faneata)
aprilie-
Poliflora n=5 N,P P . 1200
septembrie
Lo aprilie-
Papadie n=1 N,P . 200
septembrie

Reactivii, glicerina (87%) si gelatind glicerinata Kaiser pentru microscopie, au fost
achizitionati de la Sigma-Aldrich Chemie (Steinheim, Germania) iar parafilmul si fuxina de la
Merck (Darmstadt, Germania).

5.2.2. Analiza palinologica calitativa

Numarul granulelor de polen specifice mierii monoflore se determind prin
examinarea microscopica a sedimentului obtinut Tn urma centrifugarii, iar procentul se
stabileste prin raportarea numarului respectiv la numarul total de granule de polen gasite pe
aceleasi campuri microscopice. Prin aceasta metoda se pot identifica diferitele tipuri
polenice prezente in miere, lucru care permite apoi stabilirea polenului dominant ce
reprezinta un indicator botanic.

Pentru investigarea spectrelor polenice ale celor 54 probe de miere, extractia
polenului s-a realizat utilizand metodologia descrisa de Louveaux si colab. [6] cu mici
modificari adoptate in ceea ce priveste durata de centrifugare.




Astfel 20 g miere au fost dizolvate in 45 mL de apa distilata (la o temperatura de
45°C) pana la disparitia cristalelor de zahar. Apoi a avut loc centrifugarea acestora timp de
15 minute la 4500 rotatii/minut. Dupa ce s-a eliminat supernatantul din fiecare tub prin
inclinare usoara, in asa fel incat sa nu se disloce sedimentul, peste acesta s-au adaugat 45 mL
apa distilata, in scopul spalarii sedimentului de impuritati. Acestea au fost supuse apoi unei
centrifugari timp de 10 minute la 4500 rotatii/minut, dupa care supernatantul a fost
indepartat din nou.

Examinarea a avut loc la un microscop optic (NIKON OPTIPHOT ll) la grosismentul de
400x si 1000x, in functie de dificultatea identificarii polenului respectiv. S-au numarat si
identificat circa 1000 granule de polen pentru fiecare spectru polenic.

Odata ce a fost identificat, polenul s-a clasificat in functie de taxonomie in specie, gen
sau tip si familie. Se clasifica corespunzator unei specii atunci cand polenul identificat are
caracteristici morfologice specifice acelei specii florale sau vegetale.

Dupa obtinerea acestor date, se calculeaza procentele relative fiecarui tip de polen si
se finalizeaza prin trasarea spectrului polenic al mierii supuse analizei palinologice.

Calcul si exprimarea rezultatelor:
GP=n/n-100 (%)
Tn care:
GP- granule de polen (se nominalizeaza specia);
n- numarul granulelor de polen apartinand speciei florale studiate;

ni- numarul total de granule numarate (specia studiata si celelalte specii).

5.2.3. Analiza palinologica cantitativa

Pentru investigarea spectrelor polenice a celor 54 probe de miere, extractia polenului
s-a realizat utilizand metodologia descrisa de Louveaux si colab. [6] cu unele modificari
privind timpul centrifugdrii si viteza de centrifugare.

Obtinerea preparatului microscopic a avut loc in aceleasi conditii ca in cazul analizei
calitative, cu modificarea ca dupa indepartarea supernatantului din tubul de centrifuga (la
finalul celor doua centrifugari) sedimentul se aduce la un volum de 5 mL cu apa distilata si se
omogenizeaza cu ajutorul unui Vortex.

S-au identificat toate granulele de polen dar si indicatorii de mana (spori, alge, hife)
din Tntreg preparatul microscopic. Pentru aceasta s-a parcurs suprafata preparatului prin
deplasarea lamei pe distante egale cu diametrul cAmpului microscopic.
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Pentru exprimarea rezultatelor s-a utilizat raportul HDE/P, in care HDE (honeydew
elements- elemente de manad) reprezinta numarul indicatorilor de mana iar P reprezinta
numarul total de granule de polen identificate.

5.2.4. Metode statistice de prelucrare si interpretare a rezultatelor

Analizele descriptive au fost efectuate pentru toate probele analizate. Cele mai
frecvente tipuri de polen au fost comparate tinand cont de tipul de miere cu ajutorul unei
analize de varianta (ANOVA) care determina prezenta unor diferente statistice semnificative
(p<0,05). Analiza componentelor principale (PCA) a fost efectuata in scopul determinarii
unor similitudini intre probe in functie de originea botanica, iar analiza de clusterizare in
scopul clasificarii/gruparii acestora. Toate analizele statistice au fost efectuate cu
programele de calcul Centurion STATGRAPHICS XVI si SPSS Version 17.0 pentru Windows.
Determinadrile au fost realizate in duplicat.

5.3. REZULTATE Sl DISCUTII
5.3.1. Evaluarea analizei cantitative

Determinarea cantitativa palinologica s-a realizat cu scopul obtinerii densitatii
polenice pentru toate probele analizate. Probele de miere au fost incluse in urmatoarele
clase de polen conform clasificarii lui Maurizio [5]:

Clasa |, < 2000 GP/g miere- 37,04% (20 probe de miere).

Clasa Il, intre 2000-10000 GP/g miere- 59,26% (32 probe de miere).
Clasa lll, intre 10000-50000 GP/g miere- 3,7% (2 probe de miere).
Clasa IV, intre 50000-100000 GP/g miere (0 probe).

Clasa V, mai mult de 100000 GP/g miere (0 probe).
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LiClasa V

Figura 5.3. Distributia probelor de miere in acord cu clasificarea lui Maurizio

Distributia probelor de miere s-a realizat cu ajutorul clasificarii lui Maurizio (figura
5.3). Rezultatele obtinute indica faptul ca probele de miere studiate au o densitate polenica
medie, mai mult de 50% dintre probe situdandu-se in Clasa a ll-a.

in cele ce urmeazd este reprezentatd variatia mediei densitatii polenice a fiecarui
grup de miere in parte.

kd Salcam (n=12)

L Tei (n=14)

k4 Mana( n=3)

i Fl.-soarelui
(n=4)

i Poliflora (n=9)

E Prunus (n=1)

6766 g Rapits (n=11)

0 2000 4000 6000 8000
Densitate polenica [GP/g miere]

Figura 5.4. Densitatea polenica medie a fiecarui grup de miere
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Grupul mierii de salcdm (n=12) a inregistrat un minimum de 525 GP/g si un maximum
de 5475 GP/g, cu probe apartinand atat clasei |, cat si clasei a Il-a, fatda de grupul rapita
(n=11) cu valori semnificative si foarte variate situate in intervalul 700-19525 GP/g miere.
Anumite probe de rapita (33 si 34) au apartinut clasei lll, fiind singurele din toate probelor
analizate care se situeaza in clasa relativ bogata in polen (tabelul 1- Anexe).

Din figura 5.4 se poate observa variatia densitatii polenice intre cele 7 tipuri diferite,
care Tn cazul mierii de rapita si Prunus este destul de ridicatda comparativ cu mierea de mana
si cea de tei. Concentratia in polen scazuta in cazul mierii de mana se datoreaza prezentei in
compozitie Tn cea mai mare masura a indicatorilor de mana si mai putin a granulelor de
polen.

n cazul mierii de tei, polenul Tilia este hiporeprezentat, ceea ce admite denumirea
unei mieri ca fiind de tei, acesta fiind prezent cu un procent intre 10-20% [3,16].

n studiul de caracterizare a mierii monoflore, Persano Oddo si colab. [8] afirmé ci in
cazul mierii de tei polenul apartinand genului Tilia poate chiar sa fie absent datorita
sterilitatii multor varietati ale acestor plante cultivate. Acest fapt depinde, de asemenea, de
flora fiecarei regiuni.

Analiza indicatorilor de mana (spori, hife, alge, etc.) s-a realizat pentru toate probele
de miere, insa rezultate edificatoare a prezentat, in mod special, mierea de mana (3 probe
din regiunea Transilvania) (figura 5.5).

Din clasa indicatorilor de mana intalniti in probele de miere din Romania, fac parte
spori ai mucegaiurilor apartinand genurilor: Cladosporium (identificat in majoritatea
probelor de miere, nu doar in cele de mana), Aspergillus, Stemphylium, Alternaria, Pleospora
iar in unele probe au fost prezente algele verzi precum Chlorococcus (figura 5.5). Un studiu
recent din Spania bazat pe diferentierea mierii florale fata de cea de mana confirma, de
asemenea, prezenta unora din indicatorii de mana identificati in mierea romaneasca [26].

Mierea comercializata cu denumirea miere de munte a avut cea mai mica valoare a
HDE=175 pe gram de miere, fiind urmata de mierea de mana cu un HDE=275 pe gram de
miere. Tnsd mierea de brad a inregistrat cea mai mare valoare a HDE=300 pe gram de miere.
Aceste valori includ cele 3 probe de miere in categoria celor de mana, lucru dovedit ulterior
si de anumite analize fizico-chimice care le diferentiaza de tipurile de miere florala.

5.3.2. Evaluarea analizei calitative

Rezultatele obtinute in urma analizei palinologice calitative arata ca din cele 54 probe
de miere, doar 9 intra in categoria mierii poliflorale , 3 sunt clasificate drept miere de mana
si 42 probe sunt mieri monoflorale.

Tn cadrul mierii monoflorale, 12 probe de miere au fost clasificate ca fiind de salcam
(Robinia pseudoacacia), 14 probe de tei (tipul Tilia), 11 probe de rapita (tipul Brassica
napus), 4 probe de floarea-soarelui (Helianthus annuus) si o proba de Prunus (tipul Prunus).
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S-au remarcat diferente intre denumirea comerciala pe care a avut-o produsul in
momentul achizitionarii lui si clasificarea tipurilor de miere, obtinuta in urma examenului
palinologic. Astfel, din 21 probe de miere de salcam, achizitionate cu aceasta denumire, doar
12 sunt din punct de vedere palinologic salcdm (Robinia pseudoacacia), restul intrand n
categoria mierii de rapita sau poliflora.

n cazul mierii de tei, a avut loc acelasi fenomen (din 17 probe doar 14 fiind de tei),
identificAndu-se ca facadnd parte din acest grup o proba de floarea-soarelui si doua
poliflorale. Mierea achizitionata cu denumirea de papadie a prezentat un procent de numai
5% Taraxacum officinale, fiind inclusa ulterior in grupul mierii poliflore.

Proportia de polen considerata necesara pentru a putea denumi o miere monoflora,
utilizata in acest studiu pentru toate tipurile de miere este: pentru tipul Brassica napus
(miere de rapitd) un procent >45% din totalul spectrului polenic, pentru Helianthus annuus
(miere de floarea-soarelui) s-a ales un procent >45%, pentru tipul Prunus un procent mai
mare decat 44%. Robinia pseudoacacia (miere de salcam) si Tilia (miere de tei) fiind tipuri de
polen hiporeprezentate s-au ales procente de minimum 5% respectiv 29%.

n prezentul studiu palinologic au fost identificate 77 tipuri polenice apartinand celor
35 de familii botanice corespunzatoare. Genul Brassica napus si Rumex prezinta o frecventa
de aparitie de 100% si respectiv 88,9% 1in probele de miere luate in lucru.
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Tabelul 5.3. Frecventa de aparitie a tuturor tipurilor polenice prezente in peste 50% din probe conform claselor de dominanta

Frecventa de

Familie Specie de polen aparitie (%) P* (0-1%) R* (1-3%) I* (3-15%) A* (15-45%) D" >45%
Cruciferae Tipul Brassica napus 100,0 1,9 7,4 25,9 37,0 27,8
Polygonaceae Rumex 88,9 46,3 33,3 9,3 0,0 0,0
Rosaceae Prunus 87,0 29,6 24,1 24,1 9,3 0,0
Rosaceae Rubus 83,3 38,9 22,2 22,2 0,0 0,0
Fabaceae Tipul Trifolium repens 81,5 40,7 22,2 16,7 1,9 0,0
Plantaginaceae Plantago 81,5 48,1 25,9 5,6 1,9 0,0
Rosaceae Tipul Fragaria 81,5 37,0 37,0 7,4 0,0 0,0
Fabaceae Robinia pseudoacacia 77,8 33,3 5,6 31,5 5,6 1,9
Tiliaceae Tilia 77,8 22,2 14,8 7,4 14,8 18,5
Fagaceae Quercus 75,9 37,0 22,2 13,0 3,7 0,0
Rosaceae Tipul Crataegus monogyna 75,9 44,4 27,8 3,7 0,0 0,0
Rosaceae Filipendula 75,9 25,9 38,9 9,3 1,9 0,0
Asteraceae Tipul Taraxacum officcinale 74,1 57,4 14,8 1,9 0,0 0,0
Umbelliferae Tipul Daucus carota 64,8 53,7 9,3 1,9 0,0 0,0
Asteraceae Helianthus annuus 61,1 29,6 11,1 9,3 3,7 7,4
Boraginaceae Echium 61,1 40,7 13,0 3,7 3,7 0,0
Vitaceae Vitis vinifera 61,1 44,4 9,3 7,4 0,0 0,0
Chenopodiaceae Tipul Chenopodium 57,4 51,9 5,6 0,0 0,0 0,0
Urticaceae Tipul Urtica 57,4 51,9 5,6 0,0 0,0 0,0
Asteraceae Centaurea cyanus 53,7 44,4 7,4 1,9 0,0 0,0
Rhamnaceae Frangula alnus 51,9 38,9 9,3 3,7 0,0 0,0
Boraginaceae Tipul Symphytum oficcinalis 50,0 38,9 7,4 3,7 0,0 0,0
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Studii privind autentificarea originii botanice a mierii din Cehia relateaza aparitia intr-
o masura semnificativa a polenului din genul Brassica, Tilia, Robinia, Helianthus, Pomum si
mici cantitati de Phacelia, Taraxacum, Rubus si Trifolium. Este evidenta similaritatea
anumitor genuri de polen ce se gdsesc in mierea ceha si cea romaneasca, lucru demonstrat
de asemanarea florei celor doua tari.

Familiile botanice cu frecventa de aparitie cea mai ridicatda sunt: Cruciferae,
Rosaceae, Fabaceae, Fagaceae, Umbelliferae, Boraginaceae, Chenopodiaceae si Poaceae. Cu
toate ca procentul de aparitie a polenului din familia Chenopodiaceae si Poaceae a fost de
peste 50% din totalul probelor analizate, acestea au fost prezente in cantitati nesemnificativ
de mici, nefacand parte din grupul plantelor melifere.

Spectrul polenic al mierii monoflore prezinta intre 12 si 42 tipuri polenice cu o
valoare medie de 26 pe fiecare spectru.

Pentru un studiu detaliat al analizei palinologice calitative, tipurile de miere luate in
lucru s-au Tmpartit in grupuri diferite, discutantu-se fiecare in parte.

5.3.10. Interpretarea rezultatelor prin metoda PCA si CA

Grupurile de miere (salcam, tei, rapita, Prunus, floarea-soarelui, mana si poliflora)
supuse analizei de varianta ANOVA au inregistrat diferente semnificative pentru p<0,005.

Pentru a demonstra grafic aceste diferente, s-a recurs la aplicarea Analizei
Componentelor Principale (analiza discriminanta) in care s-a urmarit clasificarea grupurilor
de miere in functie de cele mai importante specii de polen: Robinia pseudoacacia, Tilia,
Brassica napus, Prunus si Helianthus annuus (figura 5.14). Procentele acestor tipuri polenice
au fost ulterior integrate in software pentru toate probele de miere monoflorald, dar si
pentru cea de mana.

Componentele principale sunt combinatii liniare ale variabilelor originale (speciile de
polen) extrase pe criteriul maximizarii variantei (varianta fiind o masura a cantitatii de
informatie retinutd). Astfel, componenta 1 este reprezentata de Tilia si Helianthus annuus,
componenta 2 de Tilia si Brassica napus iar componenta 3 de Robinia pseudoacacia, Tilia si
Prunus.

Scopul analizei a fost acela de a obtine un numar mic de combinatii liniare din cele 5
variabile introduse (tipuri polenice), care sa aiba puterea discriminatorie cea mai ridicata in
probele de miere. In acest caz, 3 componente au fost extrase, deoarece 3 componente au
avut valori proprii mai mare decat 1,0. Impreund, acestea reprezintd 78,76% din
variabilitatea datelor originale.

Tn cazul clusterizarii, problema constd in a grupa o colectie datid de probe
neetichetate Tn grupuri semnificative.
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Figura 5.14. Grupurile de miere formate in urma PCA (1-salcam; 2-tei; 3-rapita; 4-floarea-
soarelui; 5-Prunus; 6- mana)

Astfel, dendograma formeaza 5 grupuri diferite de miere monoflorala in functie de
variabilele cu putere discriminanta obtinute in urma analizei componentelor principale
(figura 5.15).
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Figura 5.15. Dendograma pentru gruparea probelor de miere in functie de originea botanica
(1-salcam; 2-tei; 3-rapita; 4-floarea-soarelui; 5-Prunus; 6- mana)
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5.4. CONCLUzII

n cazul analizei palinologice cantitative distributia probelor de miere s-a realizat cu
ajutorul clasificarii lui Maurizio, probele de miere luate in lucru avand o densitate polenica
medie, mai mult de 50% din probe situdndu-se in Clasa a ll-a (intre 2000 si 10000 GP/g de
miere).

Concentratia absoluta de polen a tipurilor de miere analizate variaza astfel: mierea de
rapita> mierea de Prunus> mierea poliflora> mierea de floarea-soarelui> mierea de salcam>
mierea de mana> mierea de tei.

Evidentierea indicatorilor de mana (spori, hife, alge etc.) s-a aplicat tuturor probelor
de miere, insa rezultate edificatoare s-au inregistrat in mod special in cazul a 3 probe din
regiunea de munte a Romaniei (declarate cu originea: brad, mana si faneata). Mierea de
brad a inregistrat cea mai mare valoare a HDE=300 pe gram de miere. Aceste 3 probe de
miere au fost incluse in categoria celor de mana, lucru dovedit de anumite analize fizico-
chimice efectuate ulterior.

Spectrul polenic in cazul mierii de mana inglobeaza in special spori de mucegai
apartinand genurilor precum: Cladosporium (identificat in majoritatea probelor de miere, nu
doar in cele de mana), Aspergillus, Stemphylium, Alternaria, Pleospora, Leptosphaeria,
Urediniospores iar in unele probe au fost prezente algele verzi ca Chlorococcus.

Rezultatele obtinute Tn urma analizei palinologice calitative arata ca dintre cele 54
probe de miere, doar 9 au fost poliflore, 3 clasificate ca miere de mana si 42 probe intrand in
categoria mierii monoflore.

n cadrul mierii monoflore, 12 probe de miere au fost clasificate ca fiind de salcam
(Robinia pseudoacacia), 14 probe de tei (tipul Tilia), 11 probe de rapita (tipul Brassica
napus), 4 probe de floarea-soarelui (Helianthus annuus) si o proba de Prunus ( tipul Prunus).

Tn prezentul studiu palinologic au fost identificate 73 tipuri polenice apartinand celor
35 de familii. Tipul Brassica napus si Rumex au fost prezente in 100%, respectiv in 88,9% din
totalul probelor de miere luate in lucru.

Singurul tip de polen prezent in toate cele 54 de probe (100%) a fost Brassica napus
(rapita), acesta fiind urmat de anumite tipuri polenice din familia Rosaceae ca: Prunus (aici
poate intra prunul, ciresul, visinul, corcodusul, malinul, porumbarul, migdalul pitic), Rubus,
Fragaria si Filipendula.

Pe langa Robinia pseudoacacia au fost prezente in toate probele de salcam tipuri de
polen ca Brassica napus, Plantago, Rubus, Prunus, Fragaria, Filipendula, Rumex si Vitis
vinifera.
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CAPITOLUL 6. CONTRIBUTII PRIVIND CONTROLUL DE CALITATE AL MIERII
ROMANESTI

6.2. MATERIALE S| METODE
6.2.1. Material de studiu

S-au utilizat in total 54 de probe de miere dintre care: 26 de probe din Moldova, 13
probe din Muntenia, 12 probe din Transilvania si 3 probe din Dobrogea.

6.2.2. Determinarea parametrilor fizico-chimici

Analizele fizico-chimice care s-au utilizat in controlul de calitate al mierii (pH,
umiditate, conductivitate electrica, cenusa, indice colorimetric) au fost in conformitate cu
metodologia oficiala de analiza a mierii din Spania (standardul BOE- Boletin Oficial del Estado
nr. 186/5.08.2003).

6.2.3. Determinarea parametrilor de prospetime ai mierii

Alti parametrii ce au fost evaluati privind calitatea mierii au fost: HMF si activitatea
invertazica si amilazica, care au fost determinati conform metodei propuse de European
Honey Commision si de AOAC.

6.2.4. Determinarea compozitiei nutritionale a mierii
6.2.4.1. Determinarea spectrului glucidic

Glucidele din miere au fost determinate prin metoda cromatografica de schimb
anionic de fnalta performanta (HPAEC) cu un cromatograf ionic DIONEX ICS-3000 SP
(Sunnyvale, California, E.E.U.U.) ce prezinta un detector amperometric cu pulsuri (PAD).
Acest tip de cromatografie a fost dezvoltatad pentru separarea glucidelor din diferite alimente
[116], profitand de caracterul slab acid al carbohidratilor cu scopul obtinerii de separari
extrem de selective la un pH ridicat, utilizdnd ca si faze stationare un schimbator de anioni
puternic. Detectia cantitativa si calitativa depinde de caracteristicile coloanei utilizate, tipul
detectorului si conditiile de lucru.

Pregadtirea probei de miere pentru analiza

S-a dizolvat 1 g miere in 100 mL de apa ultrapura obtindnd o concentratie a solutiei
de miere de 10 mg/L. Apoi s-a diluat 1 mL din aceasta solutie, cu apa ultrapurd, pana la un
volum final de 100 mL, iar din aceasta s-au filtrat 5 mL cu ajutorul unui filtru cu diametrul
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porilor de 0,45 um, pentru a elimina orice posibila impuritate sau granulda de polen care
poate interfera in testare.
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Figura 6.1. Cromatograma glucidelor standard, identificate si cuantificate cu cromatograful
DIONEX ICS-3000 SP. 1: trehaloza; 2: glucoza; 3: fructoza; 4: zaharoza; 5: melezitoza; 6:
maltoza

6.2.4.2. Determinarea lipidelor

Lipidele din miere provin in mare parte din plante si resturi de ceara, prezentand un
continut relativ scazut. Acest nutrient a fost determinat prin metoda Soxhlet conform AOAC,
care cuantifica lipidele din materia uscata cu ajutorul unui extractor automatic ce utilizeaza
eter de petrol ca solvent.

6.2.4.3. Determinarea proteinelor

Continutul de azot din miere provine majoritar din polen, chiar daca si aminoacizii si
enzimele aduc un aport de azot mierii [54]. Pentru determinarea proteinelor din miere s-a
aplicat metoda Kjeldahl [117], care se bazeaza pe conversia azotului organic, prezent in
proba de analizat, in sulfat de amoniu, care reactioneaza ulterior cu acidul sulfuric.

6.2.5. Determinarea valorii energetice

Prin valoarea energetica a unui aliment se intelege potentialul nutrientilor sai
calorigeni de a furniza energie. Aceasta energie latenta din aliment se transforma in corpul
uman fin energie activa, pe care organismul o foloseste in procesele sale (crestere,
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metabolism, constructii etc.). Tn cazul mierii, principalele componente care furnizeaza
energie sunt glucidele. Pentru determinarea valorii calorice a mierii romanesti s-a tinut cont
de continutul de proteine, lipide si carbohidrati.

6.2.6. Prelucrarea statistica a rezultatelor

in ceea ce priveste prelucrarea statisticd a rezultatelor obtinute in urma analizelor
fizico-chimice s-au utililizat doua metode chemometrice multivariate: Analiza
componentelor principale (PCA) si Analiza de clusterizarea ierarhica (Cluster analysis). Pentru
a descrie posibile corelatii Intre parametrii analizati s-a aplicat o analiza de corelatie bivariata
Spearman.

6.3. REZULTATE $I DISCUTII
6.3.1. Evaluarea parametrilor fizico-chimici de apreciere a calitatii mierii

Mierea destinata comercializarii trebuie sa indeplineasca norma de calitate conform
standardelor in vigoare. Calitatea mierii influenteazd compozitia sa, culoarea si aspectul,
criterii importante in vederea achizitionarii unui astfel de produs.

Primul parametru care trebuie analizat este umiditatea. Mierea este un produs foarte
higroscopic iar continutul sau poate suferi modificari in timpul depozitarii, cauzand o
crestere Tn cantitatea de apa in straturile superioare. Valoarea medie a umiditatii probelor
de miere analizate a fost de 18,7%, cu un interval de variatie intre 14,9 — 24,5%.

Un alt parametru analizat in prezentul studiu a fost pH-ul ,a carei valoare medie
pentru cele 54 de probe analizate a fost de 4,1 variind in intervalul 3,3 - 5,7.

Pentru evidentierea grafica a diferentelor dintre grupuri privind conductivitatea
electrica, s-au reprezentat intr-o diagrama Box-Whisker medianele fiecarui grup de miere si
limitele maxime si mininime (figura 6.2).

Tn urma analizei ANOVA, a rezultat raportul F egal cu 15,8, fiind raportul de estimare
intre grupuri si in interiorul fiecarui grup. Deoarece p<0,005, exista o diferenta statistica
semnificativa intre cele 7 variabile, la nivelul de incredere de 95,0%.

Este bine cunoscuta corelatia dintre conductivitatea electrica si cenusa in cazul mierii,
astfel, acesti doi paramentrii analizati in prezentul studiu au prezentat valori medii de 0,5
mS/cm si respectiv 0,320% iar coeficientul de corelatie a fost de 0,903 (figura 6.3). O relatie
de linearitate intre cei doi parametrii studiati este sustinuta si de Saxena si colab. [94],
obtinand un coeficient de corelatie egal cu 0,98. Tn cazul unor tipuri de miere produse in
Algeria, de asemenea, s-a obtinut o corelatie ridicata (0,92) intre continutul de cenusa si
conductivitatea electrica.
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Figura 6.2. Diagrama Box-Whisker pentru conductivitatea electrica a celor 7 grupuri
diferite de miere

Tn urma analizei ANOVA, a rezultat raportul F egal cu 15,8, fiind raportul de estimare
intre grupuri si in interiorul fiecarui grup. Deoarece p<0,005, existd o diferenta statistica
semnificativa intre cele 7 variabile, la nivelul de incredere de 95,0%.

Este bine cunoscuta corelatia dintre conductivitatea electrica si cenusa in cazul mierii,
astfel, acesti doi paramentrii analizati in prezentul studiu au prezentat valori medii de 0,5
mS/cm si respectiv 0,320% iar coeficientul de corelatie a fost de 0,903 (figura 6.3). O relatie
de linearitate intre cei doi parametrii studiati este sustinuta si de Saxena si colab. [94],
obtinand un coeficient de corelatie egal cu 0,98. in cazul unor tipuri de miere produse in
Algeria, de asemenea, s-a obtinut o corelatie ridicata (0,92) intre continutul de cenusa si
conductivitatea electrica.

Este de remarcat continutul ridicat de cenusa si respectiv al conductivitatii electrice in
cazul probelor de mana. Rezultatele conductivitatii electrice variind, in acest caz, intre 1,2 si
1,4 mS/cm, au clasat cele 3 probe ca fiind de mana. Valori destul de ridicate s-au obtinut in
cazul mierii de tei si a mierii de Prunus, ceea ce confirma continutul ridicat in saruri minerale
al acestor tipuri de miere.

Probele din grupul mierii de salcam au inregistrat cele mai scazute valori ale
conductivitatii, rezultat obtinut si raportat intr-un studiu recent si de cdatre Marghitas si
colab. [4] pentru mierea romaneasca.

Culoarea, in functie de originea florald a mierii si de compozita sa, a avut o mare
variabilitate in probele de miere analizate, de la o tonalitate de galben transparent la maro.
Aceasta a fost, in principal, datorita diversitatii tipurilor de miere colectate din diferitele
regiuni ale Romaniei.

Cu ajutorul analizei ANOVA au fost identificate diferente semnificate intre tipurile de
miere in ceea ce priveste culoarea la p<0,005 si F=27,11. Pentru evidentierea acestor
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diferente s-a utilizat diagrama Box-Whisker (figura 6.4). Din aceasta diagrama reiese ca acest
parametru reprezinta un factor discriminant intre mierea florala si cea de mana.
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Figura 6.4. Diagrama Box-Whisker pentru culoare a celor 7 grupuri diferite de miere

Mai multi autori au luat in considerare influenta granulelor de polen (morfologie si
culoare), in ceea ce priveste culoarea mierii, Tn timp ce intensitatea de culoare a mierii se
datoreaza pigmentilor, cum ar fi carotenoizii si unele flavonoide.

Pentru evidentierea amanuntitda a rezultatelor s-au calculat parametrii statistici
pentru fiecare tip de miere supus analizei (tabelul 6.7).

Continutul de cenusa si conductivitatea electrica cele mai ridicate le-au avut mierea
de mana. Aceasta este cunoscuta pentru spectrul sau mineral vast, dar si pentru potentialul
antioxidant cel mai ridicat.

Valoarea medie a conductivitatii electrice in cazul mierii de salcdm (0,183 mS/cm) a
fost semnificativ mai mica (p<0,05) decat cea a mierii de mana (1,3 mS/cm).

Indicele colorimetric in cazul mierii romanesti de diferite origini florale a avut o
valoare medie de 28,5 mmPfund variind intre 2 mmPfund (miere de salcdm) si 90 mmPfund
(miere de mana).

Conform analizei melisopalinologice a fost identificata o miere florala de Prunus.
Aceasta nu a fost reprezentata in tabel deoarece nu reprezinta un grup format din mai multe
probe. Aceasta a prezentat o umiditate relativ mare (20%), un indice colorimetric destul de
ridicat (45 mmPfund) si un pH mediu (3,7). Dupa mierea de tei, mierea de Prunus prezinta
cel mai ridicat continut de cenusa si conductivitatea electrica cea mai mare.
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Tabelul 6.7. Analiza statistica descriptiva a parametrilor fizico-chimici studiati in diferitele tipuri de miere

Tip de N Parametri Umiditate H CE (mS/cm)  Cenus (%) Culoare
miere statistici (%) 8 b= (mm Pfund)
Medie DS 17,5+0,9 3,8+0,3 0,183+0,05 0,05+0,02 11+04
R Min-Max 16,5-19,8 3,3-4,2 0,121-0,331 0,03-0,1 2,0-28
Salcam 12 Cu s
Limitad inf.(95%) 17,2 3,7 0,17 0,04 9
Limitasup.(95%) 17,7 3,9 0,19 0,055 14
Medie DS 182+1,1 4,604 0,7%+0,1 0,3+0,05 33,5+0,8
Tei 1 Min-Max 14,9 - 20 3,7-5,7 0,5-0,9 0,2-04 24 -50
i
Limitad inf.(95%) 17,2 4,2 0,65 0,29 28
Limitasup.(95%) 18,4 4,6 0,73 0,31 35
Medie DS 185+1,1 4+0,4 0,26+0,1 0,09+0,01 23%0,9
. Min-Max 14,9 -20 35-49 0,115-0,551 0,08-0,12 1,0-48
Rapita 11 e
Limita inf.(95%) 18 3,8 0,09 21
Limitasup.(95%) 18,8 41 0,1 25
Medie DS 22,4+0,7 3,9+0,2 0,454+0,1 0,17+0,02 31+0,4
Floarea- 4 Min-Max 19,2 -24,5 3,6-4,1 0,210-1,070 0,15-0,2 26 -34
soarelui Limita inf.(95%) 19,2 3,8 0,4 0,16 29
Limitasup.(95%) 19,4 4 0,5 0,17 32
Medie DS 19,2+0,1 4+0,4 0,4+0,02 0,14+0,02 28%0,9
. . Min-Max 16,9 -23,1 3,4-46 0,16-0,76 0,11-0,18 15-45
Poliflora 9 C oy
Limita inf.(95%) 3,9 3,8 0,38 0,13 26
Limitasup.(95%) 3,9 4,2 0,42 0,15 30
Medie +DS 17,4+0,9 44+0,3 1,3+0,05 1,2+0,1 88+0,7
. Min-Max 15,8-18,7 3,8-4,8 0,6-1,8 1-1,5 86 -90
Mana 3 s
Limitd inf.(95%) 17 4,3 1 1 87
Limitasup.(95%) 17,6 4,5 1,4 1,3 89

6.3.2. Evaluarea parametrilor de caracterizare a prospetimii mierii

Activitatea amilazica si continutul de HMF sunt parametrii care sunt folositi in
principal pentru a evalua gradul de prospetime al mierii.

Valoarea amilazei variaza foarte mult intre tipurile de miere analizate, normele

legislative permitand un minim de 8 pe scara Gothe. in cazul valorilor mai mici, poate fi
considerat ca mierea a fost supusa unui tratament termic (cu exceptia mierii cu un continut
scazut de enzime care permite un minim de 3 ID, cu conditia ca valoarea de HMF sa fie mai
micad de 15 mg/kg).
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Continutul amilazei a fost mai mic decat 8 ID in cazul a 5 probe de miere, acestea
prezentand valori ale HMF mai mari de 15 mg/kg (salcam, tei, rapita, poliflora). Se presupune
ca aceste probe au fost supuse unui tratament termic inadecvat.

Cele 3 probe de mana au inregistrat cele mai mari valori ale continutului de HMF. Tn
cazul uneia din probele de salcdm, aceasta a fost eliminata din grup datoritd continutului de
HMF de 56,2 mg/kg de miere, ceea ce depdseste cu mult limita maximda admisd de
standardele in vigoare (atat la nivel national, cat si international). Dupa eliminarea acestei
probe, grupul de salcam a atins un continut mediu de HMF de 3,8 mg/kg. Dupa mierea de
mana s-a situat mierea de rapita, cu un continut mediu de HMF de 5,5 mg/kg. Acest lucru se
explica prin faptul ca unele probe de rapita au fost colectate Tn anul 2009 si implicit au un
continut mai ridicat in HMF, fiind depozitate o perioadd mai mare de timp. Tn rest, dupa cum
se observa in grafice, continutul de HMF s-a mentinut constant, prezentand valori inferioare
lui 40 mg/kg, chiar apropiate de zero.

Valoarea medie a indicelui amilazic a celor 54 probe de miere luate in lucru a variat
intre 3,5 Gothe si 19,4 Gothe. Media indicelui amilazic pe grupurile de miere a variat intre
16,7 Gothe pentru mierea de Prunus si 9,5 Gothe pentru mierea de floarea-soarelui. Trei din
totalul probelor au fost eliminate ca fiind suspecte de falsificare prin adaos de sirop de zahar
dar supuse si unui tratament termic brutal, acestea inregistrand valori nule (doua probe de
tei si una poliflora).

O alta enzima cuantificata in prezentul studiu a fost invertaza. Pentru ca o miere sa
nu fie suspecta de falsificare, indicele invertazic poate lua valori in intervalul 4 - 26 IN, insa
International Honey Commission propune valori minime ale invertazei in cazul unei mieri de
calitate.

Toate grupurile de miere s-au incadrat in norma prevazuta de legislatia in vigoare in
ceea ce priveste activitatea invertazica, cu exceptia a 2 probe ce au prezentat valori nule ale
activitatii acestei enzime.

Tn concluzie, sase probe de miere au prezentat valori aberante ale indicatorilor de
prospetime studiati si ca urmare acestea au fost eliminate din grupul de miere supuse
analizelor, suspectate ca fiind falsificate prin adaosuri ilicite si/sau supuse unor tratamente
termice brutale.

6.3.3. Evaluarea valorii energetice a mierii
6.3.3.1. Spectrul glucidic al mierii

S-au identificat si cuantificat prin metode cromatografice sase zaharuri: glucoza,
fructoza, zaharoza, maltoza, trehaloza si melezitoza. Zaharurile constituie componentul
principal al mierii iar valoarea medie a zaharurilor totale pentru probele de miere analizate a
fost 76,5%, intervalul variind intre 53,2% si 89,7%.
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Fructoza si glucoza reprezinta glucidele majoritare ale mierii de albine, fiind
intotdeauna peste 50% din totalul zaharurilor. Tn cazul probelor de miere analizate,
concentratia medie a fost de 73,2%, avand o valoare minima de 48,8% si cea maxima de
87,5%. Restul zaharurilor precum maltoza, zaharoza, trehaloza si melezitoza constituie
glucidele minoritare ale mierii, acestea prezentand o valoare medie de 3,2%. De subliniat
este faptul ca melezitoza si trehaloza au fost identificate in foarte putine probe analizate.
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Tabelul 6.7. Analizele descriptive ale glucidelor identificate

Zaharuri
Glucoza [%]
Fructoza [%]
Zaharoza [%]
Maltoza [%]

Melezitoza
[%]

Trehaloza [%]
G+F [%]
Zaharuri
totale [%]

F/G

G/Apa

Analize
statistice

MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max

Medie+DS

Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max
MediexDS
Min - Max

. Floarea- .
Salcam . . . Poliflora . Valoarea
Tei (n=14) Rapita (n=11) soarelui Mana (n=3) :
(n=12) (n=9)
(n=4)

29,74+1,8 33,27+3,58 37,215,56 38,7%2.,0 32,83+2,21 28,22+6,9 0.000
27,26-33,47 24,62-37,26 28,81-46,84 36,77-41,68 29,05-36,47 21,35-35,18 ’
40,37+2,8 38,70+3,08 41,13+1,84 39,49+3,05 41,63+5,22 37,66%5,45 0.054
19,33-45,46  31,75-45,52 38,53-43,82 36,54-43,63 33,5-51,61 31,90-42,73 ’
2,26%1,51 1,47+0,17 1,46+0,13 1,43+0,01 1,5%0,2 1,82+0,69 0.059
1,34-5,41 1,33-1,97 1,35-1,80 1,43-1,44 1,38-1,97 1,41-2,61 ’
1,92+0,54 1,37+0,54 1,21+0,45 1,27+0,28 1,63+0,35 1,50+0,79 0.053
1,19-3,02 0,77-2,20 0,70-1,81 1,10-1,70 1,10-2,16 0,9-2,39 ’
0 0 0 0 0 0,63+0,57

0,000
0 0 0 0 0 0-1,10
0 0 0 0 0 0,331£0,58

0,003
0 0 0 0 0 0-1,0
70,1115,20 71,9716,03 78,32+5,06 78,19+4,79 74,4616,24 65,881£12,34 0.002
48,76-74,46  58,10-81,41 70,79-87,53 74,93-85,31 62,55-84,45 53,25-77,91 ’
74,29 +£5,2 74,81 5,95 81+4,81 80,9 £ 5,08 77,6 £ 6,3 70,16 £ 5,1 0,004
53,19-80,83 60,92-83,66 73,97-89,74 77,47-88,45 65,3-87,3 55,8-81,03
1,36+0,15 1,17+0,11 1,13+0,20 1,02+0,06 1,27+0,15 1,36%0,14 0.005
0,66-1,67 1,03-1,49 0,87-1,51 0,95-1,08 1,07-1,57 1,21-1,49 ’
1,7+0,13 1,81+0,31 2,0310,4 1,74+0,18 1,74%0,25 1,62+0,36 0.058
0,45-1,98 1,27-2,41 1,41-2,88 1,55-1,92 1,26-2,04 1,21-1,88 ’
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Urmatorul glucid ca pondere este glucoza care a prezentat variatii importante,
prezentand o valoare medie de 33,2%.

Mierea de salcdm a prezentat o valoare medie a acestor doua zaharuri predominante
de 70,11% cu o valoare medie a glucozei de 29,74% si a fructozei de 40,37%. In cazul unei
singure probe de salcdm zaharurile majoritare au prezentat cele mai scazute valori: glucoza
fiind de 29,42% si fructoza de 19,33%. Aceasta proba a fost singura care a inregistrat cea mai
mare valoare a maltozei si anume 3%, iar continutul de HMF a depasit limitele impuse de
normele in vigoare fiind de 56,2 mg/kg. Proba a fost supusa unui tratament termic brutal,
fapt dovedit de concentratia foarte scazuta in fructoza, care a fost transformata in HMF in
urma incalzirii la temperaturi ridicate (mai mari de 50°C), mai mult aceasta a fost falsificata
prin adaos ilicit de sirop de porumb, dovada fiind continutul ridicat in maltoza.

Glucidele minoritare cuantificate (zaharoza, maltoza, trehaloza si melezitoza) au fost
prezente in mierea de salcdm intr-o concentratie medie de 4,18% - aceasta valoare fiind cea
mai ridicatd dintre toate tipurile de miere florald analizate. In cazul acestui tip de miere,
spectrul glucidelor a fost format din toate glucidele identificate mai putin melezitoza si
trehaloza. Continutul mediu de zaharoza din mierea de salcdm a prezentat o valoare medie
de 2,26% cu un minim de 1,34% si un maxim de 5,41%. Aceste valori claseaza din nou mierea
de salcam ca fiind mierea cu cel mai ridicat continut de zaharuri minoritare.

Mierea cu cel mai ridicat continut al zaharurilor predominante a fost reprezentata de
grupul rapita. Valoarea medie a sumei dintre glucoza si fructoza a fost de 78,33% cu o
valoare medie a glucozei de 37,2% si a fructozei de 41,13%. In cazul unei probe de rapit3
care a prezentat cele mai ridicate valori, continutul de glucoza a fost de 46,84%, mult mai
mare decat continutul de fructoza care a prezentat valoarea 40,69%. Aceastd proba, ca
majoritatea celor de rapita, a prezentat fenomenul de cristalizare si consistenta cremoasa
datorita dimensiunii mici a cristalelor. Concentratia maxima de glucoza detectata in urma
acestui studiu pentru mierea romaneasca a fost prezenta in cazul unei mieri de rapita avand
valoarea 46,84%. Continutul in glucide minoritare a fost relativ mediu, de 2,67%.

Mierea ce a urmat celei de rapita in ceea ce priveste continutul ridicat al celor doua
glucide majoritare a fost mierea de floarea-soarelui. Valoarea medie a sumei dintre glucoza
si fructoza a fost de 76,19% cu o valoare medie a glucozei de 38,7% si a fructozei de 39,49%.
Proba cu cea mai ridicatd valoare in continut glucidic predominant a prezentat o
concentratie a glucozei de 41,62% si a fructozei de 46,84%. in cazul acestui grup, cristalizarea
a avut loc in timp, Tnsa cristalele formate au prezentat dimensiuni mari (peste 0,5 mm).
Concentratia glucidelor minoritare a avut o valoare medie de 2,7%, similara cu cea a mierii
de rapita studiata.

Mierea poliflora a urmat ca si valoare mierii de floarea-soarelui, concentratia medie a
glucozei si fructozei fiind de 74,46%. Concentratia maxima de fructoza detectata in urma
acestui studiu pentru mierea romaneasca a fost prezenta in cadrul unei mieri poliflore,
avand valoarea de 51,6%. Mierea poliflora a prezentat un continut relativ ridicat fata de
celelalte tipuri de miere in ceea ce priveste continutul de glucide minoritare, anume 3,13%.
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Mierea de mana a prezentat cele mai scazute valori ale glucidelor majoritare si cele
mai ridicate valori ale glucidelor minoritare. Acest tip de miere, fata de mierea florala, a
prezentat in spectrul glucidic toate zaharurile analizate. Spre exemplu, melezitoza a fost
detectata doar in mierea de mana, prezentand o valoare medie de 0,63%. Valoarea medie a
sumei dintre glucoza si fructoza a fost de 65,88%, cu o valoare medie a glucozei de 28,22% si
a fructozei de 37,66%.

Salcam . .
Tei . -l
Fl.soarelui I

Prunus +

Mand + ‘ ‘

Poliflord D . I . .

53 63 73 83 93
Zaharuri totale (%)

Figura 6.7. Diagrama Box-Whisker pentru continutul de zaharuri totale a celor 7 grupuri diferite de
miere

6.3.3.2. Continutul in proteine si lipide

Continutul mediu de proteine al probelor de miere analizate a fost de 0,66%
prezentand variatii in intervalul 0,25%, in cazul unei mieri de rapita, si 1,3%, apartinand unei
mieri de mana. Media continutului proteic pe grup de miere a prezentat variatii importante
dupd cum urmeaza: miere de mana (1,05%), miere de tei (0,86%), miere de Prunus (0,85%),
miere de floarea-soarelui (0,72%), miere poliflora (0,66%), miere de salcam (0,52%), miere
de rapita (0,42%).

Continutul proteic, desi este prezent in concentratii joase, a prezentat variatii intre
tipurile de miere analizate. Astfel, conform analizei de varianta ANOVA, mierea de mana a
prezentat diferente semnificative (p<0,05) fata de tipurile de miere florala.

Continutul de lipide din miere depinde in primul rand de urmele de ceara pe care
aceasta le poate contine. Tn orice caz, aceastd valoare este intotdeauna foarte aproape de
zero.

Tn cazul mierii romanesti supuse analizei, continutul lipidic a prezentat o valoare
medie de 0,03%, cu un minimum de O (pentru majoritatea probelor) si un maximum de
0,35% (pentru o proba de rapitd). Lipidele au putut fi cuantificate in 11% din totalul probelor
(6 probe). Nu s-au gasit diferente semnificative pentru continutul lipidic intre tipurile de
miere analizate.
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6.3.3.3. Valoarea energetica a mierii romanesti

Valoarea calorica a mierii se bazeaza pe continutul de glucide, grasimi si proteine, in
principal. Variatiile in compozitia mierii pentru acesti compusi influenteaza in mod direct
valoarea energetica.

Valoarea calorica medie a fost de 309 kcal/100 g, cu valori minime si maxime
cuprinse n intervalul 214,1 si 360,4 g kcal/100g. Intervalul de incredere de 95% pentru
medie s-a situat intre 280,8 si 320,8 kcal/100g.

Diferente semnificative (p<0,05) pentru valoarea caloricd au prezentat grupurile de
salcam, Prunus si mana, cu cele mai scazute valori medii fatd de mierea de rapita si cea de
floarea-soarelui. Acest fapt este datorat continutul ridicat de glucide din aceste doua tipuri
de miere. Mierea de man3, fata de mierea florala, a inregistrat cea mai mica valoare medie,
de 284,8 kcal/100g, acest parametru putand discrimina mierea florala de cea de mana.

Tabelul 6.9. Valoarea energetica (Kcal/100g) calculata pentru tipurile de miere analizate

Valoare energetica (kcal/100g)

Lim inf-lim sup

Tip miere N Medie DS Min Max
(95%)

Salcam 12 299,4 0,9 214,1 325,2 290,2-300,6
Tei 14 303,1 0,7 250,2 337,8 300,4-308,4
Rapita 11 326 0,6 297,1 360,4 320,8-328,2
Floarea-

) 4 326,5 0,6 311,7 356,5 321,4-329,8
soarelui
Prunus 1 287,1 - - - -
Poliflora 9 313,12 0,9 266,3 352,1 305,2-316,6
Mana 3 284,8 1 227,8 327,1 278,8-292,6

6.4. CONCLUzII

Mierea testata a prezentat un grad de prospetime si o calitate corespunzatoare. Doar
sapte probe au avut un continut de umiditate de peste 20%, care este limita stabilitd de
catre standardul de calitate de miere pentru acest parametru. Umiditatea fiind unul dintre
parametrii care ofera informatii despre calitatea mierii, in special existenta sau nu a unei
posibile fermentatii. Un alt parametru important, care, de data aceasta, nu doar
caracterizeaza diferite tipuri de miere, ci informeaza asupra autenticitatii sursei florale, este
conductivitatea electrica. Astfel, in cazul unei mieri monoflorale, conductivitatea electrica
are valori inferioare lui 0,8 mS/cm, in timp ce mierea de mana inregistreaza doar valori mai
mari decat 0,8 mS/cm. Variatia pH-ului s-a situat in intervalul 3,8 si 4,6, respectand cerintele
standardelor europene si internationale.
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Probele de mana (n=3) au inregistrat cele mai mari valori ale continutului de HMF. Pe
locul al 2 lea, dupda mierea de mand, s-a situat mierea de rapitda cu un continut mediu de
HMF de 5,5 mg/kg. in cazul uneia din probele de salcAm, aceasta a fost eliminat3 din grup
datorita continutului de HMF de 56,2 mg/kg de miere, ceea ce depdseste cu mult limita
maxima admisa de standardele in vigoare.

Toate grupurile de miere s-au incadrat in norma prevazuta de legislatia in vigoare in
ceea ce priveste indicele invertazic. Insd trebuie subliniat faptul ¢ in cazul unei probe de tei,
valoarea indicelui invertazic a depasit cu mult limita legala fiind, de 33,6 IN (243 U/kg). Acest
fapt a condus ulterior la eliminarea acestei probei din grupul de tei supus analizelor,
considerandu-se ca fiind supusa unui tratament termic brutal.

Media indicelui amilazic pe grupurile de miere a variat intre 16,7 U Gothe pentru
mierea de Prunus si 9,5 U Gothe pentru mierea de floarea-soarelui, respectand legislatia in
vigoare. Trei din totalul probelor au fost eliminate ca fiind suspecte de a fi falsificate prin
adaos de sirop de zahar dar si supuse unui tratament termic brutal, acestea inregistrand
valori nule (doua probe de tei si una poliflora).

Carbohidratii sunt componentele majore nutritive care ofera cea mai mare valoare
energetica mierii, aceasta situdndu-se in intervalul 214,1 kcal/100g pentru proba de salcam
suspectatd de a fi falsificata si 360,4 kcal/100g pentru o miere de rapitd. Glucidele
cuantificate (fructoza, glucoza, zaharoza, maltoza, trehaloza si melezitoza), ajung la o valoare
medie de 76,5%. Mierea de mana a avut cel mai scazut continut de monozaharide, insa
aceasta a prezentat cel mai ridicat nivel de oligozaharide. Continutul mediu de lipide este de
0,01%, acesta nu prezinta nicio dependenta fata de originea botanica sau geografica.
Continutul mediu al proteinelor prezente in mierea din Romania a fost de 0,66%.

CAPITOLUL 7. EVOLUTIA IN TIMP A COMPORTAMENTULUI REOLOGIC AL
MIERII DE ALBINE ANALIZATE

7.2. MATERIALE $1 METODE

Tn prezentul studiu s-au utilizat 54 de probe de miere de diferite origini florale dintre
care: 26 de probe din Moldova, 13 probe din Muntenia, 12 probe din Transilvania si 3 probe
din Dobrogea.

Tehnica de analiza

Proprietatile reologice dinamice si comportamentul la curgere al probelor de miere
au fost determinate cu reometrul TA AR 2000 (TA Instruments Inc., New Cattle, DE, USA),
utilizdnd o geometrie paralela cu diametrul de 40 mm si unghiul de 2° iar distanta dintre cele
doua placi (geometrie si placa Peltier) a fost setata la 1000 um. Temperatura a fost reglata
cu ajutorul unei bai de apa recirculanta JULABO AWC100 si un sistem Peltier. Datele
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experimentale ale masuratorilor reologice au fost obtinute cu ajutorul unui program de
calcul TA Data Analysis software V 4.8.3.

n prima parte a studiului s-au aplicat teste de dinamica oscilatorie, urmand ulterior
sa fie evaluat comportamentul mierii de albine la curgere pentru diferite temperaturi si intr-
un domeniu vast de viteze de deformare.

De obicei proprietatile vascoelastice ale unui material sunt independente de
deformare pana la un nivel critic de deformare.

7.2.1. Testul de crestere progresiva a deformarii (engl. Strain Sweep Test, baleiaj de
deformare)

7.2.2. Testul de crestere progresiva a frecventei (engl. Frequency Sweep Test, baleiaj de
frecventa)

7.2.3. Testul de curgere in trepte (engl. Flow Step)
7.2.4. Testul de crestere progresiva a temperaturii

7.2.5. Metode statistice de prelucrare si interpretare a rezultatelor experimentale

®,

+* Analiza de clusterizare ierarhica (Cluster analysis)
¢ Analiza de varianta dispersionala ANOVA

7.3. REZULTATE SI DISCUTII

Avand in vedere importanta tot mai mare a calitatii in etape precum manipularea,
depozitarea, procesarea (centrifugarea fagurilor, filtrarea mierii), controlul de calitate si
analiza senzoriala a mierii, s-a realizat evolutia in timp a comportamentului reologic prin
aplicarea a trei determinari.

Primul test reologic aplicat a fost testul de baleiaj de deformare in urma caruia a fost
obtinutda amplitudinea parametrului tan & (G'"/G'), aceasta reflectand puterea fortelor
coloidale existente. Tn cazul in care tan & este subunitar, se intelege cd particulele sunt
aglomerate datoritd fortelor coloidale iar sedimentarea poate apdrea cu usurintd. In
prezentul studiu tan 6 a inregistrat valori intre 55 si 161, lucru ce demonstreaza faptul ca
particulele intermoleculare ale mierii sunt neasociate, fara posibile aglomerari sau
sedimentari, acest fapt fiind raportat si de catre Franck, in cercetarile sale.

Cu ajutorul celei de-a doua metoda, baleiajul de frecventd, s-au determinat valorile
lui G' si G" si unghiul & in functie de frecventa aplicata. S-a utilizat o frecventa intre 0,4775 -
47,75 Hz echivalentul lui 3 - 300 rad/s.

Modulul vascos G" (modul de pierdere a energiei) a inregistrat valori mult mai mari
decat cel elastic G' (modul de Tnmagazinare a energiei) determinand astfel caracterul fluid al
mierii, acestea clasandu-se in categoria fluidelor vascoase atat in cazul analizei aplicate in
2010, cat siin 2011, asupra acelorasi probe de miere.
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Se poate observa in figura 7.3 urmatoarea ordine descrescdtoare in ceea ce priveste
modulul de vascozitate pentru fiecare grup de miere supus analizei in anul 2010: mana,
salcam, rapita, poliflora, floarea-soarelui si tei. De asemenea, este de remarcat
suprapunerea, ca si valori a lui G", in cazul mierii de rapita si cea poliflora (3155 respectiv
3245 Pa). Valorile modulului de vascozitate cele mai ridicate le-a inregistrat mierea de mana
(4220 Pa), in timp ce mierea de tei a avut cele mai scazute valori (1217 Pa). La un prim
examen vizual, mierea de mana si cea de salcdm au prezentat cea mai ridicata vascozitate,
pe cand cea de rapita a prezentat fenomenul de cristalizare cu granule foarte fine. Se stie ca
mierea de rapita poate cristaliza direct in fagure daca nu este extrasa la timp, acest fapt
datorandu-se continutului de glucide destul de ridicat (in cazul prezentului studiu, in medie
37,2% glucoza si 41,13% fructoza).

in cazul aceleiasi analize, tnsd dupd un an si jumaitate, s-au obtinut rezultate
edificatoare care au confirmat faptul ca mierea de albine este un aliment viu. Se observa din
figura 7.4 o crestere a modulului de vascozitate de aproape 2 ori comparativ cu G" al
probelor de miere analizate in anul 2010.

Modificarea vascozitatii Tn cazul probelor de miere analizate Tn acest studiu la
diferenta de 18 luni sugereaza prezenta unor transformari continue atat la nivel molecular
cat si structural, sub aspect fizico-chimic si biochimic.

Aceasta afirmatie este intarita stiintific prin studiul diferitilor parametrii fizico-chimici
care au condus la aceasta observatie, cum ar fi: spectrul glucidic analizat prin tehnici
moderne cromatografice, dar si activitatea enzimatica (amilazica, invertazica) a probelor de
miere.

Se observa ordinea descrescatoare, cu unele modificari privind G", a unor grupuri de
miere: mana, salcam, poliflora, tei, rapita si floarea-soarelui.

Valorile lui G" au fost cele mai ridicate in cazul mierii de mana (6990 Pa), pe cand
mierea de floarea-soarelui, de aceasta datad, a inregistrat cele mai scazute valori (1645 Pa).
De asemenea la examenul vizual in ceea ce priveste mierea de mana, vascozitatea acesteia a
fost destul de crescuta (fara prezenta vreunui fenomen de cristalizare), pe cand mierea de
floarea-soarelui cristalizase puternic, prezentand o granulatie avansata.

Mierea de rapitd a prezentat un comportament reologic special fata de restul
probelor de miere analizate, G" s-a modificat in cazul acesteia de la o valoare maxima de
3155 Pa (in anul 2010) la o valoare maxima de 1737 Pa (2011). S-a observat ca mierea de
rapita este singura din grupul celor studiate sub aspect reologic care a prezentat un modul
de vascozitate mult mai scazut, dupa un an si jumatate, comparativ cu celelalte grupuri, care
au prezentat o crestere semnificativa privind vascozitatea.

Tn tot acest timp, au loc procese de transformare continud a zaharurilor, dar si a
enzimelor, fapt ce explica existenta unei corelatii intre zaharuri si vascozitate chiar si dupa 1
an si jumatate de la extragerea mierii din fagure. Grupul mierii de rapita a fost singurul din
acest punct de vedere care a prezentat cele mai ridicate valori ale glucidelor identificate si
cuantificate prin HPAEC-PAD: glucoza, fructoza, zaharoza, maltoza, trehaloza, melezitoza.
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Valoarea medie a sumei dintre glucidele majoritare (glucoza si fructoza) in cazul mierii de
rapita, s-a situat intre minimum 70,79 — maximum 87,53%.

7.3.1. Profilul reologic al mierii de salcam

in urma analizei denumitd baleiaj de frecventd s-a observat valoarea destul de
ridicata a modulului vascos G" (cu un maxim de 3987 Pa in anul 2010 si 5545 Pa in anul
2011), comparativ cu modulul de elasticitate care a inregistrat valori medii intre 7,99 Pa
(anul 2010) si 72 Pa (cea mai mare valoare medie dintre toate tipurile de miere analizate in
anul 2011). Prezenta elasticitatii ridicate Tn cazul mierii de salcdam se poate datora unei
cantitati aproape duble de fructoza (valoarea medie 42,3%) comparativ cu glucoza (valoarea
medie 29,7%). Acest fenomen apare predominant in cazul mierii de salcam.

Tn cea de-a doua parte a studiului s-au trasat reogramele (curbe de curgere) probelor
de salcam la diferite temperaturi: 10°C, 20°C, 30°C si respectiv 40°C, pentru anul 2011, iar
pentru anul 2010, doar 20°C, 30°C si 40°C.

S-a observat ulterior ca in cazul temperaturii de 10°C, structura moleculard a unor
probe de miere a fost distrusa la viteza de forfecare utilizata (care a crescut de la 0,1 la 500
forfecari/s).

Mierea de salcam analizata in anul 2010 a prezentat comportament reologic
newtonian, dovada fiind reprezentata de suprapunerea curbelor de curgere la incarcare si
descarcare. Raspunsul materialului la gradientul de deformare aplicat cu o viteza de
forfecare de la 0,1 la 500 forfecari/s si viceversa a urmat acelasi traseu, fapt ce confirma
existenta memoriei materialului studiat.

La temperatura de 20°C, valoarea maxima a tensiunii de deformare a fost de 3381 Pa
la fncircare si 4021 Pa la descircare. In timp ce, la temperatura de 40°C, valoarea tensiunii
de deformare a scazut pana la 0,09 Pa la incarcare, respectiv 121,7 Pa la descarcare.

Atat vascozitatea cat si tensiunea de deformare scad odata cu cresterea temperaturii
datorita unei dizolvari ale cristalelor de zahar din miere.

Mierea de salcam analizata in anul 2011 a prezentat comportament reologic diferit, si
anume nenewtonian dovada fiind aparitia buclei de histerezis care confirma prezenta
fenomenul de tixotropie.

Comportarea tixotropa este evidentiata in figura 7.6, manifestandu-se printr-o
descrestere izoterma a vascozitatii la cresterea progresiva a vitezei de forfecare, ca urmare a
destucturadrii probelor analizate. La descresterea progresiva a vitezei de forfecare are loc o
restructurare a mierii. Dar viteza de restructurare este mai mica decat cea de destructurare
motiv pentru care reogramele probelor de salcam prezinta bucle de histerezis.

La temperatura de 20°C valoarea maxima a tensiunii de deformare a fost de 4256 Pa
la incdrcare si 4195 Pa la descdrcare. in timp ce, la 40°C, valoarea tensiunii de deformare a
scazut pana la 0,1 Pa la incarcare, respectiv 0,19 Pa la descarcare.
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Tn figurile 7.5 si 7.6 poate fi observata diferenta comportamentului reologic al mierii
de salcam dupa 1 an si jumatate, fapt datorat spectrului polenic si spectrului glucidelor.

Acest mecanism de destructurare-restructurare al mierii de salcdm este interpretat
de Smanalieva si Senge [22] ca fiind datorat solubilitatii mono- si dizaharidelor si gradului de
saturatie al solutiilor ce se formeaza in intervalul de temperaturda la care au avut loc
analizele.

Juszczak si Fortuna [23] au studiat comportamentul reologic al unor tipuri de miere
(salcam, tei, hrisca, rapitd, poliflora si mana) din Polonia, si au conchis ca toate probele de
miere au manifestat comportament newtonian, fara aparitia vreunui fenomen de tixotropie
sau dilatanta.

De asemenea, Lazaridou si colab. [21] au evaluat comportamentul reologic dar si
proprietdtile termale ale mierii de albine (mana si florald). Din nou, s-a inregistrat un
caracter newtonian specific tuturor probelor supuse analizei.

7.3.2. Profilul reologic al mierii de tei

Din acest grup au facut parte 14 probe de miere de tei din diferite regiuni ale
Romaniei, predominand zona Moldovei.

Tn urma analizei denumitd baleiaj de frecvent3 se observd valoarea destul de ridicat
a modulului vascos G" (cu un maxim de 1217 Pa in anul 2010 si 3925,4 Pa in anul 2011)
comparativ cu modulul de elasticitate care a inregistrat valori medii intre 13,8 Pa (anul 2010)
si 33,3 Pa (anul 2011).

Din reograma mierii de tei analizata in anul 2010 se observa prezenta
comportamentului reologic newtonian, dovada fiind suprapunerea curbelor de curgere la
incarcare si descdrcare. Raspunsul materialului la deformarea aplicatd cu o viteza de
forfecare de la 0,1 la 500 1/s si viceversa a urmat acelasi traseu, fapt ce confirma existenta
memoriei materialului studiat (atat in cazul mierii de tei, cat si a celei de salcam).

La temperatura de 20°C, valoarea maxima a tensiunii de deformare a fost de 845,9 Pa
la Tncarcare si 845,4 Pa la descarcare (mult mai scazuta comparativ cu tensiunea de
deformare a mierii de salcdm). Tn timp ce, la temperatura de 40°C, valoarea tensiunii de
deformare a scazut pana la 0,03 Pa la incarcare, respectiv 0,04 Pa la descarcare.

Mierea de tei analizata in anul 2011 a prezentat comportament reologic diferit, si
anume nenewtonian, formand bucla de histerezis.

Comportarea tixotropa a mierii pastrate 18 luni este evidentiata in figura 7.8,
manifestandu-se printr-o descrestere izoterma a vascozitatii la cresterea progresiva a vitezei
de forfecare, ca urmare a destucturarii probelor analizate (ca si in cazul mierii de salcam). La
descresterea progresiva a vitezei de forfecare are loc o restructurare a mierii.
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7.3.3. Profilul reologic al mierii de rapita

in urma analizei denumitd baleiaj de frecventd s-a observat o valoare destul de
ridicata a modulului vascos G" (cu un maxim de 3155 Pa in anul 2010 si 1737 Pa in anul 2011)
comparativ cu modulul de elasticitate care a inregistrat valori medii intre 222,9 Pa (anul
2010) si 16,5 Pa (anul 2011).

Mierea de rapitd analizata in anul 2010 a prezentat proprietati reologice diferite fata
de cele studiate anterior, fiind tipul de miere care a manifestat comportament nenewtonian.

Se poate observa prezenta curbei de tixotropie formata la temperatura de 20°C, ceea
ce include mierea de rapita in categoria fluidelor nenewtoniene. Acest fapt poate fi explicat
atat din perspectiva palinologica, cat si a compozitiei chimice. De exemplu, in prezentul
studiu, in spectrele polenice ale mierii de rapitd, tipul Brassica napus a fost hiper-
reprezentat, fiind prezent in concentratii foarte ridicate comparativ cu celelalte tipuri de
miere (80-95%). Abundenta polenului de rapita a condus ulterior la concluzia ca densitatea
polenica influenteaza concentratia de zaharuri din miere, deoarece mierea de rapita a
inregistrat cele mai ridicate valori ale zaharurilor, ajungand pana la 90%.

Mierea de rapita analizata in anul 2011 s-a comportat ca un fluid nenewtonian.
Prezenta buclei de histerezis din figura 7.10 confirma aparitia fenomenului de tixotropie.

n acest caz insd, mierea de rapitd posedd un comportament diferit fatd de celelalte 5
tipuri de miere studiate. Se poate observa, cum la temperatura de 10°C atat la cresterea
progresiva a vitezei de forfecare cat si la descrestere, structura moleculara a mierii de albine
este distrusd, refacandu-se foarte lent. in acest caz, o vitezd de forfecare mai mare de 180
1/s conduce la destructurarea totala a mierii de rapita, in conditii similare.

Tn schimb, in cazul temperaturii de 20°C, probele de rapit3 analizate prezintd o bucl3
perfecta de histerezis, valoarea maxima a tensiunii de deformare fiind in acest caz de 1426
Pa la incarcare si 1385 Pa la descarcare (valori mult mai scazute fata de cele din anul 2010).

Aceste diferente intre valorile tensiunilor de deformare obtinute in 2010 si 2011 ne
conduc la concluzia ca deformarea mierii de rapita, ca raspuns asupra unui efort aplicat din
exterior, scade odata cu trecerea timpului.

Comportamentul nenewtonian al mierii de rapita a fost raportat de diferiti
cercetatori in domeniu.

7.3.4. Profilul reologic al mierii de floarea-soarelui

Tn urma analizei de baleiaj de frecventd, s-a observat valoarea destul de ridicatd a
modulului vascos G" (cu un maxim de 2510 Pa in anul 2010 si 1565 Pa in anul 2011)
comparativ cu modulul de elasticitate care a inregistrat valori medii intre 13,8 Pa (anul 2010)
si 47,5 Pa (anul 2011).

Astfel in anul 2010, probele de floarea-soarelui analizate au prezentat la T=20°C bucle
de histerezis, ins3 cu o arie nesemnificativ de micd. In acest caz, acest tip de miere a fost
introdus in categoria fluidelor newtoniene.
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Dupa un an si jumatate, reogramele (figura 7.12) evidentiaza caracterul nenewtonian
a mierii de floarea-soarelui, manifestandu-se prin aparitia fenomenului de tixotropie atat la
10°C, 20°C si, foarte putin vizibil, la temperatura de 30°C.

Acest tip de miere, a urmat mierii de rapita, cu cel mai mare continut de zaharuri.
Diferenta fata de mierea de rapitd este ca mierea de floarea-soarelui a cristalizat,
prezentand granulatie avansata.

7.3.5. Profilul reologic al mierii poliflorale

Tn urma primei proceduri aplicate (baleiaj de frecventd), s-a observat valoarea destul
de ridicata a modulului vascos G" (cu un maxim de 3245 Pa in anul 2010 si 4820 Pa in anul
2011) comparativ cu modulul de elasticitate care a inregistrat valori medii intre 60,4 Pa (anul
2010) si 29,5 Pa (anul 2011).

Astfel in anul 2010, probele de miere poliflora analizate au prezentat la t=20°C
comportament newtonian.

Dupa 18 luni, reogramele au evidentiat caracterul nenewtonian al mierii poliflorale,
manifestandu-se prin prezenta buclelor de histerezis la 10°C, 20°C si, foarte putin vizibil, la
temperatura de 30°C.

De remarcat a fost faptul ca in cazul mierii poliflore, tensiunea de deformare la 20°C a
prezentat valori apropiate pentru anul 2010 (cu o valoare medie de 1963 Pa pentru curba de
incarcare) si respectiv 2011 (cu o valoare medie de 2566 Pa la incdrcare). Mierea poliflora
analizata a prezentat un comportament nenewtonian in anul 2011, transformarile ce au avut
loc la nivel molecular fiind destul de mici si implicit deformarea aparuta in urma aplicarii unei
forte exterioare.

7.3.6. Profilul reologic al mierii de mana

Tn urma analizei melisopalinologice, din intregul grup de probe, doar trei s-au dovedit
a apartine mierii de mana, datorita prezentei indicatorilor de mana (hife, alge etc) in
preparatele microscopice.

Acest tip de miere a prezentat cele mai ridicate valori ale modulului de vascozitate
studiat prin procedura de baleiaj de frecventa. Astfel, modulul de vascozitate a inregistrat o
valoare maxima de 4220 Pa in anul 2010 si 6990 Pa in anul 2011 comparativ cu modulul de
elasticitate, care a inregistrat valori medii intre 64 Pa (anul 2010) si 82,3 Pa (anul 2011).

Mierea de mand analizata in anul 2010 a prezentat comportament reologic
newtonian (figura 7.14). Raspunsul materialului la deformarea aplicata cu o viteza de
forfecare de la 0,1 la 500 1/s si viceversa confirmd, din nou, existenta memoriei materialului
studiat (in cazul mierii de tei, salcdm si mana).

Mierea de mana analizata in anul 2011 a prezentat comportament reologic diferit, si
anume nenewtonian dovada fiind aparitia buclei de histerezis care confirma prezenta
fenomenul de tixotropie (figura 7.15).
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De asemenea, la temperatura de 20°C valoarea maxima a tensiunii de deformare a
fost de 4523 Pa la incdrcare si 4471 Pa la descircare. In timp ce, la temperatura de 40°C,
valoarea tensiunii de deformare a scazut pana la 663 Pa la incarcare, respectiv 663 Pa la
descadrcare.

Diferenta de vascozitate dintre probele studiate a fost explicata prin urmatorii
parametrii: umiditate, temperatura, continut polenic si zaharuri, grad de cristalizare.

7.3.8. Prelucrarea statistica a rezultatelor

Privind prelucrarea statistica a rezultatelor s-au utilizat doua analize (Analiza de
varianta unifactoriala ANOVA si Analiza de clusterizare ierarhica-metoda celui mai apropiat
vecin), in scopul obtinerii unor diferentieri, respectiv clasificari, a tipurilor de miere de
diferite origini botanice.

Din figurile 7.19 si 7.20 se observa clasificarea probelor de miere analizate in functie
de valoarea vascozitatii inregistrate a fost observata. Initial s-au obtinut doua clase
principale diferite in care clusterul imparte: in prima clasa- mierea de mana (deoarece
aceasta a inregistrat cea mai mare valoare in anul 2010, 24,3 Pa.s), iar din cea de-a doua
clasa, mierea poliflora si cea monoflorala (Figura 7.19).

Mierea de floarea-soarelui a fost singura care nu a format un grup specific, valorile
acesteia apartinand mierii de salcam si rapita.

n functie de aceast§ clasificare bazata pe algoritmii matematici ai metodei celui mai
apropiat vecin putem prezice originea botanica a mierii in functie de vascozitatea acesteia.
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Figura 7.19. Reprezentarea grafica a clusterului format in functie de vascozitatea inregistrata

de probele de miere analizate in anul 2010 (1-salcdm, 2- tei, 3-rapita, 4- floarea-soarelui, 5-
poliflora, 6- mana)
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Tn figura 7.20 se observd clasificarea probelor de miere in functie de vascozitatea
obtinuta Tn anul 2011. Se remarca, de aceasta data, o clasificare precisa in sase grupuri
diferite de miere.
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Figura 7.20. Reprezentarea grafica a clusterului format in functie de vascozitatea
inregistratd de probele de miere analizate in anul 2011 (1-salcdm, 2- tei, 3-rapita, 4- floarea-
soarelui, 5-poliflora, 6- mana)

De aceasta data, clusterul formeaza doua clase, si anume:
e C(Clasa 11in care intra mierea de mana si cea poliflora.
e Clasa 2 careiafi apartin doar tipurile de miere monoflorale.

Ordinea descrescatoare a vascozitatii grupurilor de miere formate in dendograma
este: mana, poliflora, floarea-soarelui, rapita, salcam si tei.

n aceleasi conditii experimentale (procedur3, parametrii utilizati, echipament), poate
fi identificata originea botanica a unei mieri in functie de vascozitatea acesteia. Pentru
verificarea acuratetii rezultului obtinut se poate recurge ulterior si la stabilirea spectrului
polenic al mierii supuse analizei.

Pentru a evalua diferentele statistice intre diferitele tipuri de miere a fost utilizata
metoda ANOVA, la un nivel de incredere stabilit la 95%. Diferentele au fost considerate ca
semnificative statistic la o valoare p<0,05.

Analiza furnizeaza o testare a ipotezei ca fiecare grup de miere este derivat din
aceeasi distributie de probabilitate de baza fata de ipoteza ca distributia de probabilitate de
baza nu este aceeasi pentru toate esantioanele.
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7.4. CONCLUZII

n urma evolutiei in timp a comportamentului reologic, probele de miere analizate au
prezentat un modul de vascozitate (G") mult mai mare decat modulul de elasticitate (G').
Acest fapt claseaza mierea de albine n categoria fluidelor vascoase (comportament obtinut
pentru probele de miere analizate atat in anul 2010, cat si in 2011).

Ordinea descrescatoare a probelor de miere supuse analizei in anul 2010, in functie
de G", a fost: mana, salcdm, rapita, poliflora, floarea-soarelui si tei. Mierea de mana a
inregistrat valoarea maxima pentru modulul de vascozitate, pe cand mierea de tei a
prezentat cea mai joasa valoare.

n cazul aceleiasi analize, insd dupd un an si jumaitate, s-a observat o crestere dubl3 a
modulului de vascozitate comparativ cu G" al probelor de miere analizate in anul 2010.
Ordinea descrescatoare privind G" a fost: mana, salcam, poliflora, tei, rapita si floarea-
soarelui.

Modificarea vascozitatii in cazul probelor de miere analizate la diferenta de 1 an si
jumatate sugereaza prezenta unor transformari continue la nivel molecular si structural, sub
aspect fizico-chimic si biochimic ce au loc in miere. Aceasta afirmatie este intarita stiintific
prin studiul unor diferiti parametri fizico-chimici care au condus la aceasta observatie, cum
ar fi: continutul de apa, spectrul glucidic analizat prin tehnici moderne cromatografice, dar si
activitatea enzimatica (amilazica, invertazica) a probelor de miere.

in cea de-a doua parte a studiului au fost evaluate curbele de curgere la diferite
temperaturi. Astfel, Tn urma analizei aplicate in anul 2010 toate tipurile de miere au
prezentat comportament newtonian, cu exceptia probelor de rapita si floare-soarelui (au
prezentat fenomenul de tixotropie). Acestea s-au comportat precum fluidele nenewtoniene,
fapt datorat concentratiei ridicate de zaharuri din compozitie dar si a unor procente mari de
polen in spectrul lor polenic (tipul Brassica napus, respectiv Helianthus annuus). In cazul
tipurilor de miere care au manifestat un comportament newtonian acesta s-a datorat
vascozitatii. Datorita vascozitatii iau nastere forte de frecare interna care interzic
deformarea; in timp, s-a stabilit un echilibru intre fortele de solicitare exterioara si fortele
interioare de frecare vascoasa, ceea ce a determinat curgerea cu reopanta constanta.

Tn urma evaludrii reogramenlor dupd un an si jumatate de la prima analizd, se
observa prezenta comportamentului nenewtonian al tuturor probelor de miere luate in
lucru.

Mierea de floarea-soarelui care a prezentat comportament nenewtonian atat in anul
2010, cat si in anul 2011, a avut cel mai ridicat continut de zaharuri, dupa mierea de rapit3,
iar in anul 2011 probele erau cristalizate cu granule de dimensiuni mari (peste 0,5 mm).
Structura mierii fiind deja modificata, glucoza cristalizand la un nivel foarte avansat, s-a
demonstrat existenta corelatiei dintre: tipul polenic, compozitia chimica (spectrul glucidelor,
dar si al enzimelor) si comportamentul reologic.

Factorii care conduc la acelasi comportament reologic ca al mierii de floarea-soarelui,
pentru mierea de rapita, sunt: cristalizarea (in cazul mierii de rapita are loc o cristalizare
timpurie, uneori chiar in fagure, dar cu granule fine prezentdnd o consistenta cremoasa),
continutul ridicat Tn zaharuri (in special glucozd), procentajul tipului de polen dominant
ridicat, continutul de apa.
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S-a remarcat prezenta unei scaderi a vascozitatii si a tensiunii de deformare odata cu
cresterea temperaturii (10°C, 20°C, 30°C si 40°C). Pentru a demonstra corelatia dintre
vascozitate si temperatura s-a recurs la aplicarea modelelor matematice (Arrhenius si
Herschel Bulkley).

Cresterea vascozitatii mierii in timp a prezentat urmatoarea evolutie: in anul 2010,
valoarea maxima a vascozitatii a fost inregistrata de mierea de mana, pe cand in anul 2011,
aceasta valoare a crescut destul de mult in cazul mierii poliflorale.

in urma aplicdrii analizei Cluster bazatd pe algoritmi matematici a putu fi prezisa
originea botanica a tipurilor de miere in functie de vascozitate.

Prin aplicarea analizei statistice multivariate (Cluster analysis), s-au format 6 grupuri
diferite de miere in functie de vascozitatea acestora. Probele de miere analizate au fost
clasificate dupa metoda celui mai apropiat vecin in functie de distantele euclidiene calculate
cu ajutorul software-ului. Astfel, ordinea grupurilor formate a fost: mana, poliflora, floarea-
soarelui, rapita, salcam si tei.

Pentru a verifica diferentele existente intre grupurile formate de miere s-a aplicat
analiza de varianta dispersionala (ANOVA). S-a constatat ca valoarea lui p a testului F-
statistic a fost mai mica de 0,05, astfel a existat o diferenta semnificativa intre grupurile de
miere formate in ceea ce priveste vascozitatea acestora, la un nivel de incredere de 95,0%.

CAPITOL 8. STUDIUL ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A MIERII ROMANESTI
ANALIZATE

8.2. MATERIALE S| METODE
8.2.1.Material de lucru

Tn prezentul studiu s-au utilizat 54 probe de miere de diferite origini florale dintre
care 3 probe de miere de mana, de pe teritoriul Romaniei. Probele au fost achizitionate
direct de la apicultori sau de la ACA care au garantat pentru originea lor botanica.

8.2.2. Determinarea continutului total de polifenoli prin metoda Folin-Ciocalteu

Continutul de polifenoli totali s-a determinat pe baza metodei Folin-Ciocalteu
propusa de Singleton si Rossi [19] si adoptata ulterior de Singleton si colab. [20].

Tinand cont de cantitatea de miere luata in lucru, rezultatele s-au exprimat in mg acid
galic/100g miere.
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Tabelul 8.2. Ecuatia dreptei etalon trasata cu acid galic pentru determinarea polifenolilor

totali
Ecuatia dreptei etalon 2 Interval de concentratii
(acid galic) (mg/mL)
A =84,64C+0,0152 0,998 0,02-0,2

A-Absorbanta (nm), C-concentratie (mg/mL)

8.2.3. Determinarea continutului total de flavonoide

Pentru trasarea dreptei etalon cu quercetind s-au utilizat diferite volume (mL) de
solutie standard de quercetina.

Continutul total de flavonoide s-a determinat prin metoda propusa de Dowd si
adaptata ulterior de Arvouet-Grand si colab. [23]. Continutul de flavonoide s-a exprimat in
mg quercetind/100g miere.

Tabelul 8.4. Ecuatia dreptei etalon trasata cu quercetina la determinarea flavonoidelor

Ecuatia dreptei etalon 2 Interval de concentratii
(quercetina) (mg/mL)
A =73,66C + 0,0009 0,999 0,00008-0,008

A-Absorbanta (nm), C-concentratie (mg/mL)

8.2.4. Determinarea activitatii antiradicalice cu DPPH"

Activitatea antiradicalica a mierii de albine a fost determinata cu ajutorul metodei de
decolorare a reactivului DPPH. Aceastda metoda implicd masurarea capacitatii antiradicalice a
antioxidantilor din miere prin captarea radicalului liber, stabil 2,2-difenil-1-picrylhydrazyl,
prezentand o intensa culoarea violet [24,25].

Modul de calcul utilizat a fost:
RSA%= (Ag-Ap)/Ag x 100
Tn care
Ag reprezinta absorbanta probei martor masurata la 520 nm dupa 30 minute,
Ap reprezinta absorbanta probei de miere citita la 520 nm dupa 30 minute,

RSA- activitatea de indepartare a radicalilor liberi.
8.2.5. Determinarea indicelui de oxidare

Indicele de oxidare (I0) reprezinta timpul de decolorare, in secunde, a unei solutii de
permanganat de potasiu 0,1 N, prin actiunea compusilor antioxidanti ai mierii. Pentru
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determinarea indicelui de oxidare s-a utilizat metodologia propusa de Bedascarrasbure [26]
pentru propolis, cu unele modificari.

8.2.6. Tehnici statistice

In ceea ce priveste prelucrarea statistici a rezultatelor obtinute in urma
determinarilor s-au utililizat doua metode statistice precum: ANOVA si Clusterizarea
ierarhica (Cluster analysis). Pentru a descrie posibile corelatii intre metodele diferite de
determinare a activitatii antioxidante s-a aplicat o analiza de corelatie bivariata canonica, iar
pentru a evidentia diferentele dintre grupurile de miere s-au utilizat reprezentarile grafice
Box-Whisker.

8.3. REZULTATE SI DISCUTII
8.3.1. Evaluarea continutului total de polifenoli

Continutul de polifenoli in probele de miere analizate a inregistrat o variatie
semnificativa. Cel mai scazut continut de polifenoli I-a prezentat una din probele de rapita
(4,5 mg/100g miere), iar cel mai ridicat continut a apartinut unei mieri de mana (98,1
mg/100g miere).

Grupul mierii de salcdm a reprezentat tipul de miere cu cel mai scazut potential
antioxidant, acesta inregistrand valori minime de 9,7 mg/100g miere si maxime de 31,4
mg/100g miere. Studii recente prezintd rezultate similare in ceea ce priveste mierea de
salcam produsa in Slovenia, obtinute de catre Bertoncelj si colab. [9].

Grupul mierii de floarea-soarelui si de rapitd reprezinta tipuri de miere cu o
capacitate antioxidanta relativ scazuta, cu valori medii ale continutului de polifenoli de 20,5
mg/100g miere, respectiv 21,9 mg/100g miere.

Salcdm »—| E '—4 .
Tei .
Rapitd I
Fl-soarelui »—I:I:|—<

Prunus +
Mana ‘ + ‘
Poliflors . .
1 1 1 1 1 1
0 20 40 60 80 100

Continut total de polifenoli (mg/100g)

Figura 8.1. Diagrama Box-Whisker pentru continutul total de polifenoli al celor 7 grupuri de
miere
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Dintre toate tipurile de miere florald din Romania, cel mai ridicat continut polifenolic
I-a inregistrat mierea de tei, cu valori cuprinse intre 23,7 si 57,2 mg/100g miere.

De asemenea, mierea ce a prezentat cea mai ridicata valoare medie a concentratiei
de polifenoli din compozitie a fost cea de mana, continutul total de polifenoli al mierii de
mana fiind de 5 ori mai mare fata de cel al mierii de salcam.

Cu ajutorul analizei de varianta dispersionala ANOVA au fost identificate diferente
semnificate intre tipurile de miere, in ceea ce priveste continutul de polifenoli la p<0,005 si
F=22,56. Pentru evidentierea acestor diferente s-a utilizat diagrama Box-Whisker (figura 8.1).

Din aceasta diagrama reiese ca polifenolii reprezinta un factor discriminant intre
mierea florala si cea de mana.

8.3.2. Evaluarea continutului total de flavonoide

Rezultatele obtinute (tabelulul 8.6) evidentiaza diferenta intre tipurile de miere
analizate in ceea ce priveste continutul total de flavonoide (mg quercetind/100g miere).

n tabelul 8.6 sunt prezentate rezultatele medii, minime, maxime dar si alti parametri
statistici descriptivi pentru continutul total de flavonoide din probele de miere analizate (pe

grupuri).

Utilizand ecuatia dreptei de calibrare cu quercetind (R® = 0,999), continutul total de
flavonoide al probelor de miere analizate a variat intre 0,6-2,5 mg/100g miere pentru mierea
de salcdm, 2,4-5,5 mg/100g miere pentru mierea de tei, 1,0-4,0 mg/100g miere pentru cea
de rapita, 2,6-3,8 mg/100g pentru mierea de floarea-soarelui. Probele de salcdm analizate au
prezentat valori mai ridicate fata de cele obtinute de Meda si colab. [7].

Fl-soarelui

Prunus +

1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1
o 2 4 6 8

Continut total de flavonoide (mg/100g)

Figura 8.2. Diagrama Box-Whisker pentru continutul total de flavonoide a celor 7
grupuri de miere




Un continut ridicat de flavonoide a prezentat mierea de mana, variind intre 5,5-6,9
mg/100g miere dar si in cazul mierii poliflorale s-au inregistrat valori destul de mari: 1,4-4,9
mg/100g miere.

Ordinea crescatoare in care a variat continutul total de flavonoide pentru cele 7
grupuri diferite de miere este urmatoarea: Salcam < Rapita < Poliflora < Floarea-soarelui <
Tei < Mana < Prunus. Cele mai ridicate valori au fost obtinute pentru mierea de Prunus si cea
de mana3, fapt confirmat si de alti autori [5,9,12].

Cu ajutorul analizei de varianta dispersionala ANOVA au fost identificate diferente
semnificate intre tipurile de miere in ceea ce priveste continutul de flavonoide la p<0,005 si
F=18,46. Pentru evidentierea acestor diferente s-a utilizat diagrama Box-Whisker (figura 8.2).

8.3.3. Evaluarea procentului de RSA (engl. radical scavenging activity)

Cea mai mica valoare a RSA a inregistrat-o mierea de salcdm (cu o valoare medie de
10,5%), in timp ce mierea de mana a avut cea mai mare valoare (cu o valoare medie de
62,3%).

Cu ajutorul analizei de varianta dispersionala ANOVA au fost identificate diferente
semnificate intre tipurile de miere in ceea ce priveste procentul de inhibitie a radicalului
DPPH pentru p<0,005 si F=21,24. Pentru evidentierea acestor diferente s-a utilizat diagrama
Box-Whisker (figura 8.3).

Salcdm -
e Ll
Rapita »—|:D—<
Fl-soarelui .

Prunus *
Mana - ‘ ‘
Poliflors .
1 L L L 1 L L L 1 L L L 1 L L L 1
0 20 40 60 20

RSA (%)
Figura 8.3. Diagrama Box-Whisker pentru activitatea antiradicalica (RSA) a celor 7 grupuri de
miere

Din aceasta diagrama reiese ca activitatea antiradicalica reprezinta un factor
discriminant intre mierea florala si cea de mana.
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8.3.4. Evaluarea indicelui de oxidare

Timpul mediu de decolorare a unei solutii de permanganat de potasiu 0,1 N de catre
antioxidantii din mierea analizata a fost de 9 s, cu o valoare minima de 1 s (pentru o proba
de mana), si o valoare maxima de 20 s (pentru o proba de salcam).

Grupurile de salcam, rapita, floarea-soarelui si poliflora au prezentat cele mai ridicate
valori ale indicelui de oxidare ceea ce se explica prin activitatea antioxidanta relativ mica a
acestor probe de miere analizate.

Salcdm .
Tei >—{ * ‘ }_‘
Rapitd .
Fl-soarelui »—{
Prunus *
Poliflors % ‘ . I |

1 1 1 1 1 1
o 4 8 12 16 20

Indice de oxidare (s)

Figura 8.4. Diagrama Box-Whisker pentru indicele de oxidare a celor 7 grupuri de miere

Tabelul 8.9. Marimile statistice ale corelatiilor canonice intre cele 4 metode de determinare
a activitatii antioxidante

. Valoare Corelatii Wilks Chi-
Corelatii . i D.F. p
proprie canonice  Lambda Square
Polifenoli-
. 0,6 0,800 0,359 52,757 1 0,0000
Flavonoide
Polifenoli-
0,7 0,817 0,331 56,789 1 0,0000
RSA
Flavonoide-
0,4 0,664 0,557 30,050 1 0,0000
RSA
Indice de
. 0,3 0,603 0,636 23,285 1 0,0000
oxidare-RSA

Din nou, cele mai scazute valori ale timpului de decolorare le-au prezentat probele de
tei si mana. Grupul de tei a prezentat o valoare medie a indicelui de oxidare de 5 s, luand
valori in intervalul 1-9 s. Grupul de mana a inregistrat cea mai mica valoare dintre toate
grupurile de miere studiate (valoare medie de 3 s), ceea ce confirma inca o data potentialul
antioxidant cel mai puternic.
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Cu ajutorul analizei de varianta dispersionala ANOVA au fost identificate diferente
semnificative Intre tipurile de miere in ceea ce priveste timpul de decolorare pentru p<0,005
si F=10,29. Pentru evidentierea acestor diferente s-a utilizat diagrama Box-Whisker (figura
8.4).

Pentru a observa interdependenta celor 4 parametrii studiati ce stabilesc activitatea
antioxidanta a mierii s-a recurs la reprezentarea tabelara (tabelulul 8.9) si grafica (figura 8.5)
a corelatiilor canonice, pentru toate cele 7 grupuri de miere analizate.

Cele mai semnificative corelatii identificate au fost intre continutul total de polifenoli
si activitatea antiradicalica (0,817), continutul total de flavonoide si polifenoli (0,800) dar si
intre activitatea antiradicalica si continutul total de flavonoide (0,664).

Cu ajutorul clusterizarii ierarhice in functie de cei mai importanti parametrii ce
stabilesc capacitatea antioxidantd, s-au format 2 grupuri distincte (figura 8.9). Unul dintre
grupuri a fost reprezentat de mierea de mana (care a prezentat cel mai puternic potential
antioxidant), iar celdlalt grup, de cea florald. Tn functie de centroizii fiecirei probe si de
distanta euclidiana calculata cu ajutorul software-ului Statgraphics Centurion XVI, unele din
probele de miere monoflorala au fost grupate (salcam-1, tei-2, rapita-3, fl-soarelui-4).
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Figura 8.9. Reprezentarea grafica a clusterului format in functie de continutul total de
polifenoli, de flavonoide si RSA ale probelor de miere analizate (1-salcam, 2- tei, 3-rapita, 4-
floarea-soarelui, 5-poliflora, 6- mana)

8.4. CONCLUzII

Tn ceea ce priveste continutul total de polifenoli, cele mai ridicate valori au fost
obtinute pentru mierea de mana, mierea Prunus si cea de tei, continutul fenolic al mierii de
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mana fiind de 5 ori mai mare fata de cel al mierii de salcdm. Aceeasi situatie a fost
inregistrata si in cazul continutului total de flavonoide.

Rezultate comparative obtinute privind evaluarea capacitatii antioxidante claseaza
diferitele tipuri de miere analizate, din acest punct de vedere, in urmatoarea ordine
crescatoare: salcam < floarea-soarelui < rapita < poliflora < tei < Prunus < mana.

CAPITOLUL 9. EVALUAREA CALITATIVA A MIERII ROMANESTI PE BAZA
ANALIZEI SENZORIALE

9.2. MATERIALE S| METODE
9.2.1. Materiale

S-au utilizat Tn total 54 de probe de miere din diferite regiuni ale Romaniei, obtinute
din 2 culturi consecutive (2009/2010). Probele de miere au fost achizitionate direct de la
apicultor care a garantat originea lor botanica si geografica si de la Asociatia Crescatorilor de
Albine (ACA).

9.2.2. Mediul ambiant

Sala in care au avut loc degustarile a prezentat urmatoarele caracteristici:
e izolata fonic,
o lipsita de mirosuri straine,
e temperatura de aproximativ 20°C,
e umezeala relativa a aerului de aproximativ 60%,
e foarte luminoas3,

e culoarea peretilor alba (neutra).
9.2.3. Grupul de degustatori

Grupul de degustatori a fost format din 8 panelisti specializati care profeseaza in acest
domeniu in cadrul institutului Técnica del Consejo Regulador Geografica Protejida Miel de
Galicia, Spania.

Au fost indeplinite anumite norme de igiena:

e nu s-a fumat, nu s-au consumat: cafea, bauturi alcoolice sau bauturi ce contin
substante aromatice puternice inainte cu o ora de inceperea analizei senzoriale,

e nu s-au utilizat sdpunuri puternic parfumate, deodorante sau parfumuri,
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e nu s-au degustat mai mult de 7 probe de miere per sesiune (intre degustari s-au
consumat paine fara sare si apa).

9.2.4. Pregatirea probelor

Recipientele cu miere au fost anonime pentru degustatori, primind doar coduri specifice: 1A,
2A...1B...7C. Masa de miere utilizata pentru fiecare recipient a fost de 30-40 g, iar in cazul in
care aceasta a prezentat fenomenul de cristalizare, transferul a avut loc cu grija pentru a
pastra intacta structura produsului.

Probele astfel pregatite au fost duse in sala de degustare Thainte cu doud ore de inceperea
sesiunii pentru ca mierea sa fie in echilibru cu temperatura mediului.

9.2.5. Tehnica de lucru

Degustarea se efectueaza in trei faze succesive: examen vizual, olfactiv si gustativ.
n cadrul examenului vizual se tine cont de o serie de atribute precum:

e Culoare: (pe o scala de la 1 la 10): incolor, alb, galben pai, galben foarte deschis,
galben deschis, galben, galben inchis, galben-brun, brun, brun inchis.

e Fluiditate: (pe o scala de la 1 la 10): foarte fluid (atunci cand umiditatea evaluata
vizual este mai mare decat 19%), fluid (atunci cdnd umiditatea este mai mica decat
19%), prezenta cristalelor fine, medii si groase.

e Turbiditate: pura, turbiditate slaba, turbiditate importanta.
e Omogenitatea continutului

% Pentru mierea fluida: foarte omogena, omogenad, slaba prezenta a straturilor de
diferite culori, prezenta abundentd a straturilor de diferite culori (poate fi
mentioneata existenta bulelor de aer Tn masa de miere).

s Pentru mierea cristalizata: cristalizare incompleta, fractionata, separare in doua faze
(pelicula fina si lichida la suprafatad, strat gros important la suprafata).

Examenul olfactiv care are loc prin inspirarea lentd a probei timp de cateva secunde
subliniaza unele aspecte importante precum:

e Caracteristici generale: vegetal, floral, fructat, animal.

e Intensitatea mirosului (pe o scala de la 1-10).

e Persistenta mirosului (pe o scala de la 1-10).

e Defecte: miros de fum, saci vechi, prezenta fermentatiei.

Examen gustativ: cu ajutorul unei lingurite de plastic de unica folosinta se introduc 1-2 g de
miere Tn cavitatea bucald si se mentine cateva secunde pana la mestecare. Se urmaresc
urmatoarele atribute senzoriale:

49



e Caracteristici generale: vegetal, floral, fructat, animal.

e Intensitate (pe o scala de la 1-10).

e Persistentd (pe o scala de la 1-10).

e Gust dulce (pe o scala de la 1-10).

e Gust acid (pe o scala de la 1-10).

e Aftertaste: intensitate si persistenta

e Astringenta: intensitate si persistenta.

e Defecte: gust de fenol, migdala amara, miere incalzita (caramel), aciditate ridicata
(fermentatie), arome straine.

9.2.6. Prelucrarea statistica a rezultatelor

Datele senzoriale obtinute au fost prelucrate cu software-ul statistic StatGraphics
Centurion Versiunea XVI pentru Windows. La interpretarea rezultatelor s-au folosit metode
precum: Analiza clusterizarii/clasificarii ierarhice (Cluster Analysis), Analiza componentelor
principale (PCA), corelatii Pearson si diagrame radar.

9.3. REZULTATE $I DISCUTII
9.3.1. Grupul mierii de salcam

Panelistii specializati au evaluat pentru fiecare proba 17 atribute senzoriale
prezentate in partea de "Tehnica de lucru”.

Culoarea mierii de salcam a variat de la incolor la galben pai, unele probe prezentand
fluiditate destul de ridicata (minimum 3 - maximum 7), iar intensitatea mirosului a inregistrat
valori destul de scazute fata de celelalte tipuri de miere analizate. Atributul caracteristic
acestui grup de miere a fost reprezentat de gustul dulce. Acesta a prezentat o valoare medie
de 6,7 cu un minim de 6 si un maxim de 7 (figura 9.1). Niciuna din probele supuse analizei
senzoriale nu a prezentat astringenta.
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Grupul de salcam (n=12)

Culoare

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta Miros Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.1. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru grupul mierii de salcam

9.3.2. Grupul mierii de tei

Cele mai edificatoare atribute senzoriale evaluate sunt prezentate in diagrama radar
(figura 9.2).

Grupul de tei (n=14) Culoare
1

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta Miros Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.2. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru grupul mierii de tei

Se observa intensitatea culorii mult mai proeminenta fata de cea a mierii de salcam
(galben deschis- galben -galben inchis), dar si intensitatea florala a mirosului care a prezentat
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valori intre 5 si 7. Mierea de tei prezinta un miros specific si puternic datorita compusilor
aromatici, volatili din compozitie.

De asemenea, acest tip de miere a prezentat aftertaste cu valori cuprinse in intervalul
5-6.

9.3.3. Grupul mierii de rapita

Grupul de rapita (n=11)

Culoare

10
Astringents ¢~ Fluiditate
4
Aftertaste /' \\ Miros Intensitate

Miros Persistenta

Gust acid

Gust Persistenta

Gust Intensitate

Figura 9.3. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru grupul mierii de rapita

Acest tip de miere a prezentat intensitati scazute ale culorii (alb-galben deschis), fiind
in general cristalizata cu dimensiunea granulelor mica, cristalizare care a avut loc in toata
masa produsului, prezentand o structura cremoasa (figura 9.3). Acest fapt este explicat de
existenta unei fluiditati relativ scazute. De remarcat insa intensitatea puternica a gustului
dulce care a variat intre 7 si 8. Acest tip de miere a prezentat in compozitie cele mai ridicate
concentratii de zaharuri identificate, ajungand in unele probe pana la 90%.

Majoritatea degustatorilor au evidentiat un gust dulce mentolat relativ persistent in
timp.

9.3.4. Grupul mierii de floarea-soarelui

Patru probe au facut parte din componenta acestui tip de miere, identificarea
botanica bazandu-se pe tehnicile melisopalinologice efectuate in prealabil.
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Grupul de floarea-soarelui (n=4)
Culoare

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta Miros Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.4. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru grupul mierii de floarea-soarelui

Acest tip de miere, ca si mierea de tei, a prezentat o intensitate a mirosului si gustului
relativ ridicata datorita compusilor volatili din compozitie. S-a observat din nou, ca si in cazul
mierii de rapitd prezenta gustului dulce perceputa de degustatori ca fiind destul de ridicata
(cu valori cuprinse intre 7-8). Aceste probe au prezentat, de asemenea, un gust acid relativ
mediu. Degustartorii au identificat un gust specific, putin uleios, in unele cazuri chiar originea
botanica (Helianthus annuus).

9.3.5. Mierea de Prunus

Aceasta a fost singura miere identificata astfel in urma analizei palinologice dar
etichetata cu denumirea: miere de pomi fructiferi, achizitionata din zona Clujului.
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Mierea de Prunus (n=1)

Culoare

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta Miros Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.5. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru mierea de Prunus

Aceasta miere a prezentat o structura cristalizata cu dimensiunea granulelor foarte
mare (figura 9.5). Majoritatea degustatorilor au caracterizat aceasta miere ca prezentand un
gust dulce, de cires. Intensitatea gustului acestei mieri a fost relativ ridicata, lasand senzatia
de astringenta in cavitatea bucala la finalul examenului gustativ.

9.3.6. Grupul mierii poliflore

Grupul poliflora (n=8)

Culoare

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.6. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru mierea poliflora
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fn componenta acestui grup intrd 9 probe de miere, din care o prob3 a fost respinsa
datorita prezentei unei fermentatii avansate care au facut-o neconforma din punct de
vedere senzorial.

Intensitatea culorii este similara cu cea a mierii de floarea soarelui si Prunus, luand
valori in intervalul 5-6. Gustul dulce predominant ridicat a prezentat o valoare medie de 7. In
majoritatea cazurilor, gustul detectat a fost cel floral si uneori fructat, iar 2 probe au
prezentat un defect, mai precis o fermentatie usoara care s-a corelat cu gustului acid.

9.3.7. Mierea de mana

Trei probe din cele 53 analizate au intrat in categoria mierii de mana prezentand
caracteristici specifice acestui grup, obtinute Tn urma analizei melisopalinologice dar si a
unor studii fizico-chimice.

De remarcat este intensitatea culorii acestui tip de miere (brun, brun-inchis). Dupa
cum bine se stie, aceasta culoare este caracteristicd mierii de mana alaturi de o
conductivitate electrica ridicata, implicit un continut in saruri minerale, si nu Tn ultimul rand,
cea mai puternica activitate antioxidanta fata de tipurile de miere florala studiate.

Grupul de mana (n=3)

Culoare

Astringenta Fluiditate

Aftertaste Miros Intensitate

Gust Persistenta Miros Persistenta

Gust Intensitate Gust dulce

Gust acid

Figura 9.7. Diagrama radar a descriptorilor senzoriali pentru mierea de mana

Degustatorii au evidentiat, pentru toate probele, un gust pregnant de caramel,
prezentand cea mai ridicata persistenta in cavitatea bucala (aftertaste).

Gonzalez si colab. [22] au evaluat atributele senzoriale ale mierii de diferite origini
florale din Madrid. Tn cazul mierii poliflorale, acestia au detectat, ca si in prezentul studiu, o
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aroma intens fructata dar si un gust picant la finalul testarii organoleptice. Intensitatea de
aroma si gust fiind similare cu cele obtinute pentru mierea romaneasca.

9.3.8. Combinarea tehnicilor chemometrice cu analiza senzoriala

Grupurile de miere supuse analizei de varianta ANOVA au inregistrat diferente
statistice pentru p<0,005. Pentru a demonstra grafic aceste diferente s-a recurs la aplicarea
Analizei Componentelor Principale (analiza discriminanta).

Astfel, in figura 9.8 sunt evidentiati cei mai importanti descriptori senzoriali:
intensitate gust si miros, culoare, fluiditate, gust dulce si aftertaste, in functie de care
probele de miere s-au clasificat.
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Figura 9.8. Diagrama analizei componentelor principale clasificand probele in functie de
atributele senzoriale cele mai edificatoare

n acest caz, 2 componente au fost extrase, deoarece 2 componente au avut valori
proprii mai mare decat 1. impreund, acestea reprezintd 54,27% din variabilitatea datelor
originale.

Dupa ce analiza componentelor principale a identificat atributele senzoriale cele mai
edificatoare pentru analiza organoleptica a mierii romanesti, s-au aplicat corelatiile Pearson
intre acesti descriptori senzoriali (tabelul 9.2).

Se remarca din tabelul 9.2 ca cele mai semnificative corelatii au fost obtinute intre:
intensitate gust-culoare, intensitate gust si aftertaste (p<0,01). Alte corelatii obtinute au fost
intre intensitate gust si gustul dulce, dar si intre fluiditate si culoare (p<0,05).
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Tabelul 9.2. Coeficientii de corelatie Pearson pentru descriptorii senzoriali ai mierii

romanesti
Descrlp.toTl Culoare Fluiditate Inter35|tate Gust dulce Intensitate
senzoriali miros gust
Culoare
Fluiditate 0,2696*
Intensitate miros 0,1701  0,0532
Gust dulce 0,0619 0,1762 0,1143
Intensitate gust 0,3338** 0,2503 0,3759**  0,2747*
Aftertaste 0,2423 -0,1610 0,1840 -0,0662 0,3736**

Nivel de semnificanta: * p<0,05; ** p<0,01

Urmatoarea analiza aplicata datelor obtinute in urma analizei senzoriale a fost analiza
de clusterizare (“clustering”).
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Figura 9.9. Reprezentarea grafica a clusterului format in functie de culoare obtinuta in urma
analizei senzoriale (1-salcam, 2- tei, 3-rapita, 4- floarea-soarelui, 5-Prunus, 6- mana, 7-
poliflora)

Astfel, dendograma formeaza grupuri diferite de miere monoflorala in functie de
variabilele cu putere discriminanta obtinute Tn urma analizei componentelor principale
culoare si gust dulce
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Figura 9.10. Reprezentarea grafica a clusterului format in functie de gustul dulce obtinut in
urma analizei senzoriale (1-salcam, 2- tei, 3-rapita, 4- floarea-soarelui, 5-Prunus, 6- mana, 7-
poliflora)

Se poate observa din diagrame formarea unor grupuri de miere. Grupurile formate se
remarcd in cazul mierii de salcdm, tei, rapitd, poliflord si floarea-soarelui. n cazul
reprezentarii grafice a clusterului in functie de culoare, de subliniat este discriminarea dintre
mierea de mana si cea florala.

9.4. CONCLUZII

Cele mai apreciate tipuri de miere au facut parte din grupul de tei si cel de rapita, sub
aspect structural si organoleptic. Mierea care a prezentat gustul cel mai dulce identificat de
panelisti (dar demonstrat si prin analiza spectrului glucidic) a fost cea de floarea-soarelui.

in prezentul studiu s-a realizat trasarea profilelor senzoriale clasificand atributele
organoleptice specifice mierii romanesti analizate.

Prin aplicarea analizei componentelor principale (PCA) s-au stabilit cei mai importanti
descriptori senzoriali (intensitate gust, miros, culoare, fluiditate, gust dulce si aftertaste) care
discrimineaza puternic intre tipurile de miere evaluate.

Prin clusterizare ierarhica in functie de atributul evaluat in cadrul examenului vizual
(culoare), s-a obtinut o grupare/diferentiere intre mierea florala si cea de mana.
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CAPITOLUL 10. AUTENTIFICAREA ORIGINII BOTANICE A MIERII ROMANESTI
BAZATA PE COMBINAREA ANALIZELOR FIZICO-CHIMICE $| CHEMOMETRICE

10.2. MATERIALE S| METODE

Materialul de lucru utilizat in prezentul studiu a constat in 54 probe de miere de
diferite origini florale si geografice. Probele au fost obtinute direct de la apicultori sau de la
ACA- care au garantat pentru originea lor botanica si geografica.

Tn vederea identificdrii parametrilor cu putere discriminantd mare, care s3 ajute la
autentificarea originii botanice a mierii, s-a apelat la aplicarea diferitelor tehnici
chemometrice bazate pe diverse modele matematice. Astfel, s-au folosit:

10.2.1. Analiza componentelor principale (engl. Principal Component Analysis, PCA)
10.2.2. Analiza discriminanta lineara (Linear Discriminant Analysis, LDA)

10.3. REZULTATE $I DISCUTII

10.3.1. Autentificarea prospetimii mierii romanesti analizate

Aceasta autentificare presupune identificarea posibilelor tratamente nepermise
aplicate asupra probelor evaluate in acest studiu. S-au avut in vedere compusii cu ajutorul
carora se stabileste prospetimea mierii precum: hidroximetilfurfuralul (HMF), activitatea
enzimatica masurata prin cuantificarea continutului de amilaza, respectiv invertaza. Aceste
doua enzime fiind sensibile la temperatura vor conduce la rezultate edificatoare in cazul
identificarii de tratamentelor termice folosite, dar si a conservarii mierii in conditii
necorespunzatoare.

Analiza componentelor principale utilizand variabilele alese (continutul de glucoza,
HMF, invertaza si amilazd), a condus la formarea unui grup omogen detasat de celelalte
probe care au depadsit limitele admise pentru respectivii parametrii analizati (figura 10.1).

Analiza componentelor principale a format doua componente din cei 4 parametrii
introdusi la rularea programului, care impreuna discrimineaza cu un procent semnificativ de
80,6% intre probele de miere naturala si cele falsificate.

Astfel, graficul arata cum cele 6 probe de miere (o proba de salcdm, doua de poliflora
si trei probe de tei), sunt in afara grupului omogen format, acestea fiind respinse in urma
examenului de calitate, fapt demonstrat ulterior si de analiza senzoriala.

Pentru doua probe de tei (Tys si T1), continutul de amilaza a prezentat valori nule,
ceea ce demonstreaza faptul ca acestea au fost supuse unui tratament termic brutal.
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Figura 10.1. Diagrama probelor de miere obtinuta in urma analizei componentelor principale
(PCA)

Celelalte patru probe (S13, S17, T7, To), au prezentat un continut de hidroximetilfurfural
mult peste limita admisa, de 40 mg/kg. Aceste probe au prezentat turbiditate si stadiu
avansat de fermentatie, fapt semnalizat si de catre degustatori in urma examenului
organoleptic. In cazul mierii de salcAm (Sy7), care a prezentat o valoare medie a 3 determinéri
a HMF, de 56,2 mg/kg, a inregistrat valori aberante ale zaharurilor (glucoza: 29,4%, fructoza:
19,33%, zaharoza: 1,4% si maltoza: 3%). Este singurul caz, mai ales in cadrul grupului de
salcam, in care o proba prezinta valori ale fructozei mult mai mici decat ale glucozei, de
remarcat fiind si continutul destul de ridicat al maltozei. Aceasta proba fiind suspecta si de
falsificare prin adaos de apa, glucoza, dextroza si amidon iar apoi supusa unui tratament
termic la temperaturi de peste 60°C.

10.3.2. Autentificarea originii botanice a mierii romanesti bazata pe tehnici palinologice
Analizele statistice multivariate au condus la clasificari si chiar autentificari ale originii
botanice intre diferite tipuri de miere.

Tn literatura de specialitate existd date care arata c3 analiza discriminant3 liniara a

Tn prezentul studiu, pentru interpretarea statisticd a datelor, s-a utilizat frecventa
relativa a speciilor semnificative de polen: Robinia pseudoacacia, tipul Brassica napus, tipul
Prunus, tipul Tilia si Helianthus annuus.
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Figura 10.3. Diagrama probelor de miere obtinuta Tn urma analizei discriminante liniare
(LDA)

Pentru o clasificare cat mai precisa a probelor de miere in functie de originea floral3,
s-a aplicat analiza discriminanta liniara (figura 10.3), in care s-au introdus doar datele
tipurilor de miere monoflorala si de mana, eliminand grupul de miere poliflora care prezinta
un spectru vast de specii polenice. Aceasta analiza a condus la formarea a 6 grupuri
corespunzatoare celor 6 tipuri de miere evaluate: Prunus, salcdm, rapita, tei, floarea-soarelui
si mana.

Utilizand variabilele anterior specificate, procentul de clasificare corecta a diferitelor
tipuri de miere a fost de 93,33%.

Cel mai scazut procent de clasificare I-a prezentat grupul de salcam (75%). Din acest
grup 9 probe de salcdam au fost clasificate corect (conform originii botanice: Robinia
pseudoacacia), doua din probe intrand in grupul de mana si una in grupul de rapita datorita
prezentei speciei Brassica napus in concentratii ridicate in probele de salcam.

Celelalte tipuri de miere au fost corect clasificate in functie de originea floral3,
prezentant un procent de 100%.

10.3.3. Autentificarea originii botanice a mierii romanesti bazata pe metode fizico-chimice
si biochimice

Tn cea de-a treia parte de autentificare a originii botanice, prin utilizarea parametrilor
fizico-chimici si biochimici determinati, au fost definite si evaluate patru profile alcatuite din
diferite variabile.
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Scopul prezentului studiu a fost de identificare a profilului compus din variabile fizico-
chimice si biochimice care sa discrimineze cel mai puternic intre tipurile de mieri, dar si ca
raportul dintre clasificare corectd- consum de timp-consum de reactivi-necesitatea
echipamentelor performante sa fie optim.

Astfel, s-a urmarit obtinerea profilului cel mai avantajos din diferite puncte de vedere
(anterior amintite), care sa prezinte cea mai ridicata precizie pentru autentificarea originii
botanice a mierii romanesti. in acest studiu s-au utilizat doar probele de miere cu
caracteristici de calitate superioare, cele ce au fost evaluate si au prezentat urme de posibile
fraude fiind eliminate.

Profilul | a fost compus din urmatoarele variabile: continut de glucoza, fructoza,
zaharoza, maltoza, trehaloza, melezitoza, suma dintre glucoza si fructoza, continutul de
zaharuri totale, raportul dintre fructoza si glucoza (tabelulul 10.2). Spectrul glucidic trasat
pentru fiecare proba prin cromatografie de schimb ionic a fost utilizat pentru discriminarea
dintre tipurile diferite de miere.

n acest caz, procentul de clasificare corectd a probelor a fost de 71,11%.

Conform acestor date utilizate, singurul grup clasificat corect 100% a fost reprezentat
de mierea de Prunus. Un procent de clasificare ridicat a fost inregistrat de mierea de salcdm
(90,9%) datorita continutului mare de fructoza si, implicit, a raportului ridicat F/G. Astfel,
aceasta a discriminat semnificativ fata de restul tipurilor de miere.

Din 11 probe de tei doar 9 au fost corect clasificate (81,8%), celelalte doua fiind
redistribuite in grupul mierii de rapita si floarea-soarelui. Grupul de rapita (n=11) a prezentat
cel mai scazut procent de clasificare (54,55%) in functie de spectrul glucidic, 5 probe intrand
in grupuri precum: salcam, tei si floarea-soarelui.

Urmatorul profil, profilul 1l, utilizat a fost alcatuit din parametrii fizico-chimici:
continutul de apa, conductivitatea electrica, pH, HMF, indicele amilazic si continutul de
zaharuri totale

Utilizand variabilele anterior specificate, procentul de clasificare corecta a tuturor
probelor de miere a crescut, fiind de 81%.

De aceasta datd, mierea de salcdm si mierea de Prunus au fost corect clasificate, cu
un procent de 100%.

Mierea de rapita, din nou, a inregistrat cel mai scazut procent de clasificare in functie
de parametrii fizico-chimici, 4 probe din 11 fiind distribuite in grupul mierii de salcam, tei si
rapita.

Tn urma datelor obtinute in functie de cele doud profile, s-a recurs ulterior la

intregirea variabilelor fizico-chimice cu scopul obtinerii unor procente de clasificare mult mai
ridicate, in ceea ce priveste autentificarea originii botanice a mierii romanesti.

Profilul 1ll a fost compus din urmatorii parametri: densitate polenica, continut de
apa, conductivitate electrica, pH, indice colorimetric, HMF, indice amilazic, indice invertazic,
continutul de zaharuri totale, raportul F/G si raportul glucozad/apa (tabelulul 10.4).
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Putem observa ca patru grupuri (mierea de salcam, floarea-soarelui, Prunus si mana),
din cele sase grupuri supuse discriminadrii cu variabilele specificate anterior au fost corect
clasificate in procent de 100%

Profilul IV a fost alcatuit pe langa parametrii fizico-chimici (pH, conductivitate
electrica, indice colorimetric, continut de zaharuri totale, raportul F/G), din parametri
biochimici precum: continutul total de polifenoli si RSA (radical scavenging activity).

Tnsa fatd de 11 variabile din cat a fost alcatuit profilul lll care pana acum a prezentat
cel mai mare procent de clasificare al probelor, profilul IV a fost compus din 7 parametri,
reducand astfel numarul de analize ce vor conduce la autentificarea originii botanice a mierii
romanesti (tabelulul 10.5).

Tabelul 10.5. Procentul de clasificare prin LDA in functie de Profilul IV al probelor de miere
monoflorale si de mana

Procent de clasificare (%)- Profilul IV

N Salcam Tei Rapita F-soarelui Prunus Mana
Salcam 11 11 0 0 0 0 0
(100,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00)
. 0 10 0 1 0 0
Tei 11
(0,00) (90,91) (0,00) (9,09) (0,00) (0,00)
- 2 1 6 2 0 0
Rapita 1 1818  (909) (5455 (1818)  (0,00)  (0,00)
F-soarelui 4 0 0 0 4 0 0
(0,00) (0,00) (0,00) (100,00) (0,00) (0,00)
Prunus 1 0 0 0 0 1 0
(0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (100,00) (0,00)
. 0 0 0 0 0 3
Mana 3

(0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (0,00) (100,00)
Procentul total al cazurilor corect clasificate: 86,36%

Tn urma ruldrii datelor din acest profil in analiza discriminanta, s-a obtinut cel mai
ridicat procent de clasificare corecta a probelor de miere in functie de originea lor botanica
(86,36%).

Astfel, a fost validat un profil alcatuit dintr-un numar relativ mic de variabile atat
fizico-chimice cat si biochimice, care conduce la o clasificare precisa a probelor de miere din
Romania si implicit la autentificarea botanica a acestora.

10.4. CONCLUZII

Analiza componentelor principale in functie de indicatorii de prospetime ai mierii
(HMF, indice amilazic si indice invertazic), a separat sase din cele 54 de probe, acestea fiind
respinse datorita unui continut de HMF si diastaza in afara limitelor admise de Codex
Alimentarius si International Honey Commission.
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Astfel, in functie de cele mai semnificative specii polenice a avut loc autentificarea

originii botanice a probelor de miere evaluate in urma analizei discriminante lineare pentru
care a fost obtinut un procent de clasificare a probelor foarte ridicat.

Pentru obtinerea unei autentificari precise folosind parametrii fizico-chimici si

biochimici s-a recurs la optimizarea unui profil alcatuit din variabile ce caracterizeaza mierea
si care au prezentat o putere discriminanta ridicata intre tipurile diferite evaluate. Astfel, din
patru profile care au fost rulate, cel ales pentru validare a fost alcatuit din 7 variabile (pH,
conductivitate electrica, indice colorimetric, continut de zaharuri totale, raportul F/G,
continutul total de polifenoli si RSA), acesta conducand la o clasificare precisa a probelor de
miere din Romania (86,36%) si implicit la autentificarea botanica a acestora.

X/
L X4

X/
L X4

CONCLUZII GENERALE

Clasificarea tipurilor de miere din prezentul studiu a avut loc Tn urma analizei
melisopalinologice in care spectrele polenice au fost trasate pentru fiecare proba.

Au fost identificate 73 tipuri (specii) polenice apartindand la 35 de familii
corespunzatoare. Tipul Brassica napus a fost prezent in diferite concentratii in toate
cele 54 probe supuse analizei.

Tn urma autentificarii originii botanice prin tehnicile palinologice, probele de miere au
fost clasificate astfel: salcam- Robinia pseudoacacia (n=12), tei- tipul Tilia (n=14),
rapita- tipul Brassica napus (n=11), floarea-soarelui- Helianthus annuus (n=4), Prunus
(n=1), poliflora (n=9) si miere de mana (n=3).

Pe baza controlului de calitate, 6 probe din cele 54 au fost eliminate deoarece
prezentau cantitati in afara limitelor admise ale HMF, activitatii invertazice si
amilazice. Aceste probe au fost suspectate ca fiind falsificate prin diferite adaosuri
ilicite, supuse unor tratamente termice brutale si/sau pastrate in conditii
necorespunzatoare.

Spectrul glucidic, ingloband peste 90% zaharuri din materia uscata a mierii, a fost
trasat utilizand metode cromatografice de schimb ionic cu detector amperometric.
De asemenea, a fost studiata evolutia in timp (anii 2010 si 2011) a comportamentului
reologic, obtindndu-se o valoare a componentei vascoase (G”) mult mai mare decat
componenta elasticd (G’), mierea analizata fiind clasata in categoria fluidelor
vascoase.

Tn urma evaluarii comportamentului la curgere (anul 2010) toate tipurile de miere au
prezentat comportament newtonian, cu exceptia mierii de rapita si de floarea-
soarelui care au dovedit a fi fluide nenewtoniene datorita prezentei in structura a
unui fenomen de cristalizare avansata. Dupa un an si jumatate (anul 2011), toate
probele au prezentat caracter reologic ne- Newtonian, modificarea vascozitatii
sugerand existenta transformarilor continue la nivel molecular si implicit structural.
Prin aplicarea analizei de clusterizare ierarhica bazata pe algoritmi matematici a fost
posibila prezicerea originii botanice a mierii in functie de vascozitatea determinata la
10°C.
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S-a evaluat activitatea antioxidanta a mierii prin aplicarea a 4 metode diferite,
ordinea crescatoare a potentialului antioxidant obtinut fiind: salcam, floarea-soarelui,
rapita, poliflora, tei, Prunus, mana.

Corelatiile canonice au stabilit interdependeta dintre metodele aplicate, iar prin
analiza de clusterizare ierarhica in functie de continutul total de polifenoli si
flavonoide a fost posibila discriminarea dintre mierea florald si de mana, cea din
urma avand un potential antioxidant foarte ridicat.

De asemenea, in prezentul studiu, s-a realizat trasarea profilelor senzoriale de catre o
echipa de panelisti specializati in Spania, si s-au stabilit atributele organoleptice de
majora importanta pentru mierea romaneasca.

Tn scopul unei autentificdri precise a originii botanice, a fost identificat si optimizat un
profil alcatuit din 7 variabile fizico-chimice si biochimice caracteristice mierii
analizate, care a condus la o discriminare optima intre probe, procentul de clasificare
corecta a probelor Tn urma rularii programului fiind de 86,36%.

De remarcat, importanta metodelor melisopalinologice (ce identificd si traseaza
spectrele polenice) la autentificarea originii botanice a mierii, dar si a combinarii
dintre acestea si tehnicile moderne chemometrice care joaca un rol important in
clasificarea acestor mieri (prin robustetea si precizia modelelor si algoritmilor
matematici utilizati).

Concluzionand, aducem in prim plan impactul deosebit de important pe care l-au
prezentat caracteristicile palinologice, fizico-chimice, biochimice combinate cu cele
chemometrice, asupra autentificarii originii botanice a mierii romanesti.
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