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SCOPUL SI OBIECTIVELE TEZEI DE DOCTORAT

Scopul tezei de doctorat constd in depistarea mierii de albine
falsificata prin adaos de siropuri de glucide (de porumb, de orez, de zahar
invertit, de agave si respectiv de artar) in diferite concencentratii, prin
utilizarea de metode traditionale si inovative, atdt distructive cat si
nedistructive.

Atingerea scopului propus prin cercetarile realizate a vizat
urmatoarele obiective:

e FElaborarea unui studiu al literaturii de specialitate ce urmareste
stadiul actual al cercetarilor privind depistarea mierii de albine
falsificate direct/indirect.

e Evidentierea diferentelor existente 1intre probele de miere
autenticd/falsificatd  prin utilizarea parametrilor fizico-chimici
(continutul de umiditate, aciditatea liberd, pH-ul, continutul de HMF,
continutul de glucide, conductivitatea electrica si culoarea).

e Utilizarea metodelor electrochimice bazate pe voltametrie ciclica
(sistem de tip limba electronicd) in discriminarea probelor de miere
autentica de cele falsificate prin adaos de sirop.

e Utilizarea spectroscopiei in infrarosu cu transformatd Fourier cu
accesoriu de reflexie totald atenuatd (FT-IR-ATR) Tn identificarea
probelor de miere falsificatda precum si predictia parametrilor fizico-
chimici pe baza spectrelor FT-IR.

o Caracterizarea reologicd a probelor de miere autentica precum si a
probelor falsificate prin utilizarea reologiei dinamice si a reologiei in
domeniu negativ de temperatura.

Cuvinte cheie:

Miere, falsificare, agenti de falsificare, proprietati fizico-chimice,
proprietati reologice, sistem de tip limba electronica, analiza FT-IR-ATR.

Teza de doctorat intitulatd ,, CERCETARI PRIVIND DEPISTAREA
MIERII DE ALBINE FALSIFICATA CU DIFERITE SIROPURI
CONCENTRATE DE GLUCIDE UTILIZAND TEHNICI
INSTRUMENTALE” este structurata pe sase capitole printre care se
regasesc si concluziile generale dar de asemenea, cuprinde si o lista de
abrevieri, o lista cu diseminarea rezultatelor cercetarii precum si referintele
bibliografice.

Capitolul I ,,Stadiul actual al cercetarilor privind depistarea mierii
falsificate” prezinta importanta, compozitia chimica si caracteristicile mierii
de albine, metodele de falsificare si agentii de falsificare utilizati precum si
metodele traditionale si alternative de depistare a falsificarii.
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Mierea este un produs natural utilizat din cele mai vechi timpuri
datorita proprietatilor sale de gust, aroma, nutritionale (Liu et al., 2019) si
terapeutice  (activitate  antibactericida, antivirald, antiinflamatorie,
antioxidanta) (Saka¢ et al., 2019). Odata cu cresterea cererii, pe piatd au
aparut si practicile ilegale ale producatorilor, falsificarea directd sau
indirecta fiind larg utilizate pentru a spori atat productia cat si profitul. Toti
acesti factori au dus la deteriorarea amprentelor componentelor bioactive ale
mierii, In detrimentul calitatii acesteia. Conform Codex Alimentarius,
mierea destinatd consumului uman nu trebuie sd contind alte componente
(aditivi alimentari, materii organice si anorganice strdine) decét cele din
compozitia mierii autentice (Comisia Europeana, 2001).

in figura 1.1 sunt prezentate diferite metode de falsificare a mierii de
albine (Geana & Ciucure, 2020):

l@etode de falsiﬂcar%

Falsificare cu Amestec (miere cu un pret
siropuri de zaharj de cost scazut adaugata in
| miere cu un cost de pret ridicat

[ I
Directa Indirecta
(incorporare) hranirea albinelor) - Adaos de miere poliflora
in mierea de mana
- Adaos de miere de rapitd
| I in mierea de salcam

[

Agenti de falsificare:

- siropuri pe baza de amidon:
HFCS, sirop de
porumb/trestie de zahar,
sirop de orez
- siropuri de zahar invertit: sirop|
de trestie de zahar/sfecla de zahar

- sirop de inulina

Figura 1.1. Metode de falsificare a mierii (Geana & Ciucure, 2020)

In prezent, garantarea autenticitatii si a calititii mierii a devenit o
problema foarte importanta atdt pentru piata nationala dar si pentru cea
internationala, fiind necesard instituirea unei proceduri analitice pentru
depistarea mierii falsificate (Geana et al., 2020). Metodele de depistare a
mierii falsificate necesita timp de analiza ridicat, sunt costisitoare iar unele
metode sunt distructive. Astfel, se doreste dezvoltarea unor metode analitice
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pentru cuantificarea agentilor de falsificare din miere care sa fie simple,
rapide, usoare, ieftine si care sa nu implice pregatiri laborioase ale probelor
de analizat (Gallardo-Velazquez et al., 2009). Metodele de detectie ale
mierii falsificate disponibile sunt complexe si nu pot fi realizate in situ.
Pentru a fi utilizatd o anumitd metoda la fata locului, trebuie cunoscute in
primul rand toate detaliile compozitiei chimice ale mierii autentice
(continutul de umiditate, glucide etc.) precum si a diferitilor agenti de
falsificare. Toate aceste date reprezintd indicatori esentiali in depistarea
mierii falsificate.

Glucidele sunt principalele componente ale mierii de albine, fiind
reprezentate In principal de glucoza, fructoza dar si alte oligoglucide in
concentratii mai mici. Astfel, falsificarea prin adaos de glucide este un tip de
frauda care necesitd un maxim de atentie, deoarece variatiile acestora in
miere §i asemandrile cu compozitia siropului de zahar fac dificila detectarea
acestor agenti de falsificare (Molares et al., 2008). Prezenta glucidelor
rezultate prin falsificarea mierii poate fi legatd de adaosul direct dupd
productie al diferitelor tipuri de siropuri de glucide in anumite concentratii
pentru a potenta gradul de dulceatd al mierii sau prin stimularea albinelor in
perioada principalda de nectar pentru a produce o cantitate mai mare de
miere. In acest scop sunt utilizate siropuri industriale cu un pret de cost
scazut, precum: siropul de porumb, siropul de porumb cu continut ridicat de
fructoza (HFCS), siropul de glucoza, siropul de zaharoza, siropul de zahar
invertit si siropul de inulind cu continut ridicat de fructoza (Soares, et al,
2017).

Mierea cu un pret de cost ridicat poate fi falsificata cu un alt tip de
miere cu un pret mai scazut, un exemplu ar fi falsificarea mierii de salcdm
cu cea de rapitd, datoritd culorii asemanatoare. Culoarea mierii de salcam
este galben pal, gust caracteristic si acest sortiment de miere nu
cristalizeaza. Mierea de rapita este dulce, prezintd culoarea chihlimbarului si
cristalizeaza usor (Wang et al., 2014).

Falsificarea indirectd a mierii se realizeaza prin hranirea intensiva a
albinelor cu sirop de zahar in perioada principald a fluxului de nectar. Nu se
cunoaste modul in care albinele folosesc siropurile comerciale sau cum sunt
transformate glucidele si care sunt nivelurile lor in mierea rezultatd (Wu et
al., 2017).

in ultimele decenii, cercetitorii au propus numeroase tehnici pentru
depistarea mierii falsificate: prin cromatografie, raport izotopic si
spectroscopie. Acestea includ cromatografia lichida de inaltd performanta
(HPLC), cromatografie de schimb anionic de inalta performanta cu detectie
amperometricd pulsatorie (HPAEC-PAD), cromatografie de gaze cuplatd cu
spectrometrie de masa (GC-MS), analiza raportului izotopilor stabili ai
carbonului (SCIRA), spectroscopia in infrarosu (IR) sau infrarosu apropiat
(NIR), spectroscopie Raman, precum si spectroscopie RMN (Spectroscopie
de rezonantd magnetica nucleard) etc. Fiecare metoda prezintd propriile
caracteristici si intervalul de aplicare nu poate fi pentru toate siropurile. in
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comparatie cu siropurile provenite din plante C4 (ciclul de fotosinteza
Hatch-Slack) cum sunt siropul de porumb si cel de glucoza, siropul de orez
este extras din plantele C3 (ciclul de fotosintezd Calvin-Benson). Este
dificila detectia prezentei agentilor de falsificare din compozitia mierii
deoarece mierea In mare parte are la baza si plante C3 (Liu et al., 2019).
Acestor metode li se pot aldtura si altele precum: cromatografia in strat
subtire (TLC), spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier (FT-IR),
spectroscopia de fluorescentd, calorimetria cu scanare diferentialda (DSC),
imagistica hiperspectrald, metoda reologicd si sistemul de tip limba
electronica.

Capitolul Il intitulat ,,Studiu experimental privind depistarea
mierii de albine falsificata cu diferite tipuri de siropuri prin determinarea
parametrilor fizico-chimici” prezinta necesarul probelor utilizate n
realizarea studiului, metodele de analiza, precum si rezultatele si
interpretarea statistica a acestora.

Tn acest scop s-au utilizat sase sortimente de miere (salcam, tei,
floarea-soarelui, zmeurd, poliflord si mana) achizitionate de la apicultori din
judetul Suceava si falsificate Th procente de 5%, 10% 20% si 50% cu sirop
de agave (Clarks, Mexic), artar (BioLogistic & Distribution Partener,
Canada), porumb (Daesang Europe BV Companie Importatoare, Korea),
orez (Panaisia de Hadels GMBH Companie importatoare, Korea) si zahar
invertit (obtinut in laborator prin hidroliza zaharozei).

Parametrii fizico-chimici analizati au fost: pH-ul, aciditatea libera
determinate cu ajutorul unui dispozitiv automat Titroline (Instrument
SCHOTT, Germania); conductivitatea electricd determinatd prin utilizarea
conductometrului XL 30 (Fisher Scientific, Germania); culoarea, care s-a
mdsurat Prin utilizarea a doud instrumente: un colorimetru CR-400 (Konica
Minolta, Japonia) si un fotometru Pfund HI 96785 (Hanna Instruments,
SUA); continutul de hidroximetilfurfural determinat cu ajutorul unui
spectrofotometru UV-3600 (Schimadzu Corporation, Japonia); continutul de
umiditate cu ajutorul unui refractometru Abbé (Leica Mark Il Plus,
Germania) si continutul de glucide prin utilizarea instrumentului HPLC
(Shimadzu, Japonia).

Analiza fizico-chimicid este una dintre metodele utilizate pentru a
masura calitatea si autenticitatea mierii. Acestea sunt cruciale pentru a
asigura consumatorilor o miere naturald, de calitate superioara si totodata sa
beneficieze de efectele pozitive pe care aceasta le are asupra sanatatii. Una
dintre problemele existente este lipsa datelor fizico-chimice prin care poate
fi identificata si diferentiata mierea falsificata de cea naturala (Dan et al.,
2018).

Mierea falsificatd a prezentat o crestere semnificativa (p < 0,001) a
continutului de umiditate de la 16,50% (in mierea autentica) pana aproape
de limita maxima admisa (19,91%) in cazul probelor falsificate cu sirop de
artar. Gradul de falsificare a produs de asemenea, modificari majore, un
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procent de 50% agent addugat in miere a dus la crestere semnificativa pana
la valoarea medie de 19,57%.

Valoarea medie a conductivitatii electrice a probelor de miere
autentici a fost de 346,75 ps-cml. In functie de agentul de falsificare
utilizat, mierea a prezentat modificari semnificative (p < 0,001). Astfel, o
scadere a valorii acesteia a fost in cazul mierii falsificate cu sirop de zahar
invertit (292,79 ps-cm™?), agave (280,07 us-cm™) si porumb (276,59 ps-cm’
). Aceastd scidere poate fi explicatd de concentratia scizutd in sdruri
minerale, acizi organici si proteine din compozitia unor agenti de falsificare
comparativ cu probele de miere autenticd. Siropurile de orez si artar au
condus la o crestere pand la valori medii de 412,82 us-cm™ si respectiv
547,55 ps-em™L.

Toate probele de miere, atat cele autentice cit si cele falsificate au
prezentat un pH acid. Mierea falsificatd a prezentat o crestere a valorii pH-
ului de la 4,12 1a 4,27 (p < 0,05). in functie de agentul de falsificare, siropul
de zahar invertit a fost singurul care a produs o descrestere la 4,03, fiind
explicata de adaosul de acid citric in solutia de sirop pentru a preveni
cristalizarea.

In ceea ce priveste aciditatea liberd, a existat o tendinti de scidere a
valorii acesteia de la 14,32 miliechivalenti acid’kg pana la 12,00
miliechivalenti acid/kg (in mierea falsificata cu sirop de porumb). Siropul de
orez a fost singurul agent de falsificare care a dus la o crestere de 15,95
miliechivalenti acid/kg. Cu toate acestea, nicio probda nu a depasit limita
maxima admisa.

Mierea autenticd a prezentat o valoare ridicatd a continutului de
HMF (31,43 mg/kg). Adaosul de sirop de zahar invertit a produs o depasire
a limitei maxime admise de 4 ori (165,49 mg/kg), fiind urmat de siropul de
agave (49,92 mg/kg). Celelalte tipuri de siropuri au influentat in mod pozitiv
de aceasta data, prin scaderea continutului de HMF pana la 25,36 (siropul de
porumb).

Adaosul de sirop de artar, porumb si de orez in mierea autentica au
produs o scddere semnificativa a continutului de fructoza si glucoza. Mierea
falsificatd cu sirop de zahar invertit a prezentat un continut de fructoza si
glucoza apropiat de cel prezent in mierea autentica (35,23% fructoza,
30,30% glucoza in mierea autentica si 35,18% fructoza, 30,50% glucoza in
mierea falsificata). Raportul F/G s-a modificat semnificativ Tn cazul mierii
falsificate cu sirop de agave (1,41) si cu sirop de orez (1,02), spre deosebire
de mierea autentica (1,17). Atunci cand raportul F/G este mai mare de 1,3
mierea ramane lichidd sau cristalizeazi lent (Pita-Calvo et al., 2017). Tn
consecintd, doar probele falsificate cu sirop de agave au o tendinta de
cristalizare, restul probelor sunt fluide datoritd valorii raportului F/G
apropiate de 1.

Continutul de zaharoza a fost scazut atat in probele autentice, cat si
in cele falsificate cu sirop de agave, zahar invertit, porumb si orez. Doar
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siropul de artar a produs o crestere de la 0,15% (mierea autenticd) la
12,18%, cu depasirea limitei maxime admise de 5%.

O scadere semnificativa a continutului de maltoza s-a produs in
cazul tuturor probelor falsificate, aceasta nefiind detectata in nici un agent
de falsificare. Tn plus, adaosul celor cinci tipuri de agenti de falsificare a dus
si la scaderea continutului de turanoza (fiind prezenta doar in siropul de
agave) si rafinoza. In ceea ce priveste continutul de melezitozi, aceasta a
crescut de aproximativ 11 ori in mierea falsificatd cu sirop de porumb
(8,11%) si cu sirop de orez (8,35%) comparativ cu mierea autenticd
(0,74%). In functie de gradul de falsificare, concentratia de fructoza,
glucoza, zaharoza, maltoza, trehalozd si melezitoza au fost influentate
semnificativ.

Tn figura 2.1. este prezentati cromatograma probei autentice de
salcam dar si a probelor de sirop utilizate pentru falsificare. Se observa
continutul ridicat de fructoza al siropului de agave, respectiv concentratiile
scizute pentru siropul de orez, porumb si artar. in cazul concentratiei de
glucoza, siropul de zahar invertit a prezentat cea mai ridicata valoare iar cele
mai mici au fost In cazul siropurilor de porumb si artar. Alte peak-uri
semnificative se observa in cazul zaharozei (care apartine siropului de artar)
si melezitozei (care apartin siropului de porumb si orez).

Fructozd

Zaharoza
Glucoza

Melezitoza

rehaloza B
Rafinoza

T [} < 3 &b () 7h ) ) [ [ ) (1) s e r 8 [ s (Fr () (T} s (LERP
Figura 2.1. Cromatograma rezultata la determinarea glucidelor pentru mierea de
salcam (linie neagra) si agentii de falsificare: sirop de porumb (linie roz), sirop de
orez (linie albastru deschis), sirop de zahar invertit (linie rosie), sirop de agave (linie
verde) si sirop de artar (linie albastru inchis)

Valorile pozitive ale parametrilor a* si b* situeaza atit probele
autentice cat si cele falsificate in primul cadran al spatiului CIE L*a*b*,
nuantele de culoare fiind cuprinse intre rosu si galben. Variatiile
parametrului L* au fost semnificative din punct de vedere al agentului
utilizat, insd nesemnificative in functie de gradul de falsificare. Utilizand
scara Pfund, atat probele de miere autentica cat si cele falsificate cu sirop de
agave, zahar invertit si porumb s-au incadrat in nuanta de culoare ,.extra
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light amber”, in timp ce mierea falsificata cu sirop de artar si porumb au
prezentat o nuantd mai inchisa ,,light amber”.

Analiza componentelor principale (PCA) a fost utilizatd pentru
identificarea grupurilor din datele colectate. Figurile 2.2 si 2.3 contin
incarcarile (influenta parametrilor fizico-chimici) si scorurile PCA. Prima
componentd (PC-1) a reprezentat 86% din variantd, a doua componentd
(PC-2) 13% iar impreuna au cumulat un procent de 99% din variabilitatea
initiala. Dupd cum se poate observa, parametrii care au variat semnificativ
intre probele de miere au fost: conductivitatea electrica, continutul de HMF,
continutul de turanoza dar si parametrii de culoare (L*, a*), Pfund.

Conform PCA — scoruri, adaosul de sirop de agave, de porumb si de
orez, in procente mici, nu a modificat semnificativ compozitia chimica a
probelor falsificate comparativ cu cea a probelor de miere autentica
deoarece sunt pozitionate in apropiere unele de celelalte. Probele falsificate
cu sirop de zahar invertit sunt separate cel mai clar, un adaos de 50% a
pozitionat probele intr-un cadran diferit (elipsa neagrd). O separare clard se
observa si in cazul probelor falsificate cu 20% sirop de zahar invertit (elipsa
rosie), 10% sirop de zahar invertit (elipsa verde) si 50% sirop de artar
(elipsa galbend). S-a evidentiat o corelatie intre probele falsificate cu sirop
de zahar invertit si continutul de HMF, de turanoza, de glucoza, de fructoza
si parametrul de culoare b*.

Conelation Loadings (X)

0
PC-1 (86%)

Figura 2.2. Analiza componentelor principale (PCA)
- Incarcdri - influenta parametrilor fizico-chimici
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Potrivit rezultatelor obtinute, analiza PCA impreund cu parametrii
fizico-chimici furnizeaza informatii esentiale pentru discriminarea probelor
de miere autentica de cele falsificate cu siropuri de glucide in diferite
concentratii.

Capitolul 11l ,,Studiu experimental privind depistarea mierii
falsificate ulizizdnd metode potentiometrice”, evidentiaza utilitatea unui
sistem de tip limba electronica bazat pe voltametrie ciclica prin folosirea a
cinci electrozi de lucru (aur, argint, cupru, platina si sticld) in detectarea
mierii falsificate. Probele autentice de miere de origine botanicd diferita
(salcam, tei, floarea-soarelui, poliflora si zmeura) au fost falsificate cu sirop
de agave, artar, zahar invertit, porumb si orez in procente de 5%, 10%, 20%
si 50%. Rezultatele obtinute cu ajutorul sistemului de tip limba electronica
au fost corelate cu parametrii fizico-chimici (pH, aciditate libera, continut de
hidroximetilfurfural-HMF si conductivitate electrica-EC). Discriminarea
probelor de miere autentici de cele falsificatd s-a realizat cu ajutorul
metodelor statistice precum analiza liniard discriminantd (LDA) si masini cu
vectori suport (SVM) iar modelul regresiei partiale a celor mai mici patrate
(PLS-R) a fost utilizat in predictia parametrilor fizico-chimici.

Masurarea electrochimicd s-a realizat cu sistem PGSTAT 204 cu
modul FRA32M (Metrohm, Filderstadt, Germania) ce foloseste o celula
compusa din: electrod de referintd (Ag/AgCl), electrod auxiliar (platind) si
electrod de lucru (de sticld, aur - Au, argint - Ag, platina - Pt si cupru - Cu.
Electrozii au fost achizitionati de la Methrom (Filderstadt, Germania).
Analiza se realizeazd prin utilizarea voltametriei ciclice, variatia tensiunii
fiind cuprinsa intre -1 Vsi+ 1 V panala-1V.

Rezultatele parametrilor fizico-chimici obtinute pentru mierea
autentica si cea falsificatd sunt prezentate in tabelul 3.1. Pentru aciditatea
libera si pentru continutul de HMF modificarile au fost semnificative (p <
0,001), in timp ce pentru conductivitatea electrica si pH acestea au fost
nesemnificative (p > 0,05).

Tabelul 3.1. Parametrii fizico-chimici pentru probele de miere autentica si falsificata
prin folosirea analizei de varianta (ANOVA) (valori medii)

Parametru Miere Valoare F
Falsificata Autentici
Aciditate libera 11,69 (1,28)* 28,14(1,57)° 66,05***
(miliechivalenti acid/kg)
pH 4,29(0,04)* 4,31(0,05)* 0,07™
EC (uS-cm?) 328,91(18,39)* 373,08(22,52)* 2,31™
HMF (mg/kg) 64,62(7,18)° 8,94(8,9) 24,06***

ns —p > 0,05, *** - p < 0,0001, *® - grupuri statistice diferite

16




Rezumatul tezei de doctorat

Probele de miere falsificata au prezentat o scadere semnificativa (p
< 0,001) a valorii aciditatii libere de la 28,14 miliechivalenti acid/kg in
mierea autentica la 11,69 miliechivalenti acid/kg. Valoarea pH-ului probelor
falsificate a aratat o scadere nesemnificativa. Mierea falsificatd a prezentat o
scadere a valorii conductivitatii electrice care poate fi explicata prin
prezenta unui continut mic de saruri minerale, proteine si acizi organici in
compozitia siropurilor comerciale comparativ cu mierea autentica.
Falsificarea probelor de miere a dus la o crestere semnificativd a
continutului de HMF (de 7 ori mai mare), fiind depasita limita maxima
permisa de legislatie (40 mg/kg).

Voltamogramele ciclice ale solutiilor de miere autentica si falsificata
prezinta variatiile curentului in functie de agentul de falsificare/gradul de
falsificare iar acestea s-au observat cel mai clar atunci cand au fost utilizati
electrozii de Ag si Cu. Prin aplicarea unei tensiuni de 1 V, se disting
diferentele dintre proba de miere autentica, sirop si probele de miere
falsificate (figurile 3.1 si 3.2).

Cea mai mare valoare a intensitatii curentului pentru proba autentica
s-a Tnregistrat atunci cand s-a utilizat electrodul de Cu (0,2089 mA) iar cea
mai mica a fost masuratd prin utilizarea electrodului de sticla (0,0006 mA).
La fel ca si in cazul mierii autentice, pentru siropuri s-au Tnregistrat cele mai
mari valori ale intensitdtii curentului prin utilizarea electrodului de Cu
(0,6715 mA - sirop de artar urmat de 0,3777 mA - sirop de orez) iar cele
mai mici s-au observat in cazul electrodului de sticla (0,0002 mA - sirop de
porumb, 0,0003 mA - siropurile de agave si de zahar invertit).

Pentru electrodul de Au, siropurile de artar si orez adaugate intr-un
procent de 50% au condus la o crestere de la 0,0011 mA in mierea autentica,
la 0,0014 mA in mierea falsificatd cu ambele tipuri de siropuri iar in cazul
celorlalte tipuri de siropuri a avut loc o scadere la 0,0008 mA in mierea
falsificati cu 50% sirop de porumb. In ceea ce priveste electrodul de Cu,
cresterea a fost de la 0,2089 mA (miere autenticd) la 0,3589 mA (in mierea
falsificatd cu 50% sirop de artar), respectiv 0,2984 mA (in mierea falsificata
cu 50% sirop de orez) si cea mai semnificativa scadere s-a produs in mierea
falsificatd cu 50% sirop de agave (0,1082 mA).

Desi, prin utilizarea electrozilor de Cu si Ag, probele falsificate ar
putea fi diferentiate prin vizualizarea voltamogramelor, ceilalti electrozi au
fost, de asemenea, utili Tn furnizarea datelor care au fost folosite Tn analiza
statisticd. In plus, a fost studiatd, pe langa valoarea maximi a intensitatii
curentului §i valoarea minimad a acestuia. Diferentele nu pot fi vizute cu
ochiul liber deoarece exista multiple suprapuneri.

Tn figurile 3.1 si 3.2 sunt prezentate voltamogramele ciclice ale
solutiilor de miere autentica de tei, a siropurilor de orez si porumb precum si
a probelor falsificate prin utilizarea celor cinci electrozi de lucru.
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Figura 3.1. Voltamogramele ciclice ale solutiilor de miere de tei autentica si
falsificata (cu sirop de orez) pentru: a) electrod de argint; b) electrod de aur; c)
electrod de cupru; d) electrod de sticld; e) electrod de platina si linia verde - miere
autentic; linia albastru deschis - sirop de agave; linia rosie - miere falsificatd cu 5%
sirop; linia gri - miere falsificatd cu 10% sirop ; linia portocalie - miere falsificatd cu
20% sirop; linia albastru nchis - miere falsificata cu 50% sirop.
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Figura 3.2. Voltamogramele ciclice ale solutiilor de miere de tei autentica si
falsificata (cu sirop de porumb) pentru: a) electrod de argint; b) electrod de aur; c)
electrod de cupru; d) electrod de sticld; e) electrod de platina si linie verde - miere

autenticd; linia albastru deschis - sirop de agave; linia rosie - miere falsificatd cu 5%
sirop; linia gri - miere falsificata cu 10% sirop; linia portocalie - miere falsificatd cu
20% sirop; linia albastru nchis - miere falsificata cu 50% sirop.
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Clasificarea mierii (autentica versus falsificatd) a fost realizatd prin
utilizarea analizei liniare discriminante (LDA) si a masinilor cu vectori
suport (SVM) in trei moduri diferite: a. datele obtinute cu sistemul de tip
limba electronicd (intensitatea minimd si maxima a curentului observat
pentru toti cei cinci electrozi de lucru), b. parametrii fizico-chimici (aciditate
libera, pH, HMF si conductivitate electrica) si c. parametrii fizico-chimici si
datele obtinute cu ajutorul sistemului de tip limba electronica.

Precizia, sensibilitatea si specificitatea modelelor generate de
utilizarea datelor furnizate de sistemul de limba electonica cu LDA si SVM
sunt raportate Tn tabelul 3.2. Precizia LDA (modelul construit cu datele
obtinute prin utilizarea sistemului de tip limba electronicd) a fost de 92,31%
pentru etapa de calibrare si 96,55% pentru etapa de validare, sensibilitatea a
fost de 82,61% pentru etapa de calibrare si 91,67% pentru etapa de validare,
in timp ce specificitatea a fost de 98,59% pentru etapa calibrare si 100,00%
pentru etapa de validare. Din cele 71 de probe falsificate 70 au fost
clasificate corect Tn etapa de calibrare, in timp ce Tn etapa de validare toate
cele 34 de probe falsificate au fost clasificate corect. Tn etapa de calibrare
din cele 46 probe de miere autenticd, 8 nu au fost clasificate corect, in timp
ce in etapa de validare doar 2 esantioane din 24 au fost clasificate ca fiind
falsificate. Tn cazul modelului SVM, toate probele au fost clasificate corect
(cele autentice si cele falsificate).

Tabel 3.2. Parametrii statistici ai discriminarii LDA si SVM ai probelor
de miere autentica si falsificata

Acuratete (%) Sensibilitate Specificitate
(%) (%)

Limba electronica

LDA Calibrare 92,31 82,61 98,59
Validare 96,55 91,67 100,00

SVM Calibrare 100,00 100,00 100,00
Validare 100,00 100,00 100,00

Parametrii fizico-chimici

LDA Calibrare 84,61 61,70 100,00
Validare 89,65 73,91 100,00

SVM Calibrare 100,00 100,00 100,00
Validare 100,00 100,00 100,00

Parametrii fizico-chimici + limba electronica

LDA Calibrare 94,87 85,71 100,00
Validare 89,65 78,57 100,00

SVM Calibrare 100,00 100,00 100,00
Validare 100,00 100,00 100,00

Modelul PLS-R a fost construit prin folosirea datelor rezultate prin
utilizarea sistemului de tip limba electronica dupa cum urmeaza: intensitatea
minimd i maximd a curentului obtinut pentru toti electrozii, intensitatea
minimd a curentului obtinut pentru toti electrozii si respectiv intensitatea
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maxima a curentului obtinut pentru toti electrozii, pentru predictia aciditatii
libere, a pH-ului, a conductivitatii electrice si a continutului de HMF. Doar
predictia conductivitatii electrice a atins coeficienti de regresie ridicati
pentru datele limbii electronice. Tn cazul pH-ului, intensitatea minima si
maxima a curentului ar putea prezice acest parametru prin utilizarea PLS-R,
dar nu cu precizie ridicatd (coeficientul de determinare pentru etapa de
calibrare a fost de 0,704, in timp ce pentru etapa de validare a fost de 0,516).

Pe baza rezultatelor LDA si SVM, la care se adauga si faptul ca
procedura de limba electronica necesita putin timp si consuma putini
solventi, se poate afirma ca aceastd metoda este utild in detectarea mierii
falsificate.

Capitolul IV al tezei ,,Studiu experimental privind depistarea
mierii de albine falsificata cu diferite tipuri de siropuri utilizand
spectroscopia in infrarosu cu transformata Fourier cu accesoriu de reflexie
totala atenuata (FT-IR-ATR)” prezintd posibilitatea diferentierii probelor de
miere autenticd de cele falsificate pe baza spectrelor FT-IR. Trei tipuri de
miere autentica (tei, floarea-soarelui si salcam) au fost falsificate cu sirop de
agave, de porumb, de zahdr invertit, de artar si de orez in diferite procente
(5%, 10% si 20%). Spectrele FT-IR au fost supuse unor pretratamente
spectrale pentru a imbunatati discriminarea probelor de miere autentica de
cele falsificate prin folosirea masinilor cu vectori suport (SVM) si a analizei
discriminante partiale a celor mai mici patrate (PLS-DA). Regresia partiald a
celor mai mici patrate (PLS-R) a fost utilizatd pentru predictia parametrilor
fizico-chimici pe baza spectrelor FT-IR.

Analiza FT-IR s-a efectuat cu ajutorul spectrometrului Nicolet iS-20
(Thermo Scientific, Germania) iar citirea s-a obtinut prin plasarea unei
picdturi a probei de analizat pe suprafata cristalului ATR.

in functie de agentul de falsificare, toti parametrii fizico-chimici au
prezentat modificari semnificative (p < 0,001), cu exceptia continutului de
maltoza si a parametrului h*a, pentru care modificarile au fost
nesemnificative (p > 0,05). in functie de gradul de falsificare, s-au observat
modificari semnificative pentru continutul de HMF si glucide (fructoza,
glucoza, zaharoza, turanoza, trehaloza, melezitoza si rafinoza).

Spectrele FT-IR ale mierii autentice (salcam, floarea-soarelui si tei)
si ale agentilor de falsificare (sirop de agave, artar, zahar invertit, orez si
porumb) analizate sunt prezentate in figura 4.1. Regiunea de analizd
acoperitd a fost cuprinsd intre 4000 si 650 cm™ si contine informatii despre
vibratiile moleculare specifice compozitiei chimice. Regiunea spectrala cea
mai importantd pentru diferentierea probelor de miere si a agentilor de
falsificare este 1300-650 cm™, deoarece include aria de la 950 la 750 cm?,
care este caracteristicd pentru analiza spectrald a glucidelor in spectroscopia
IR. Benzile caracteristice de la 1175 la 950 cm™ au fost atribuite vibratiilor
de intindere din compozitia glucidelor, dupd cum urmeaza: 1148 cm™ a fost
specifica intinderii C-O din legatura C-O-C a zaharozei, in timp ce 1080 si
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1022 cm! a corespuns cu intinderea C-O din gruparea C-OH din structura
chimica a glucozei si fructozei (Horvatinec & Sve¢njak, 2020; Huang et al.,
2020). in plus, zona de vibratii cuprinsi intre 950 si 750 cm™, recunoscuta
ca regiunea anomera a glucidelor, a furnizat informatii suplimentare cu
privire la compozitia probelor (Koztowicz et al., 2020; Li-Chan et al.,
2011). Cele patru benzi caracteristice (920 cm, 870 cm, 820 cm si 775
cm?) din aceastd regiune spectrald au fost atribuite vibratiilor de deformare
a legaturilor C-H si C-C din structura glucidelor (Gok et al., 2015; Subari et
al., 2012).
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Figura 4.1. Spectrele FT-IR ale mierii autentice (salcam, floarea-soarelui si tei) si ale
agentilor de falsificare (sirop de agave, porumb, zahar invertit, artar si orez)
in regiunea cuprinsa intre 4000-650 cm™ (a) si intre 1400-650 cm (b)
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Probele de miere falsificate cu sirop de porumb au prezentat variatii
majore ale spectrelor intre 1180 si 950 c¢cm™ (vibratii de intindere ale
legaturilor C-O si C-C), in timp ce pentru mierea falsificata cu sirop de orez
diferentele nu au fost notabile in aceeasi regiune spectrala (Li et al., 2020;
Pataca et al., 2007). Dupa cum se poate observa in figura 4.1, atét probele de
miere autenticd cat si agentii de falsificare prezintd benzi identice si
suprapuneri spectrale puternice iar singura diferentd este intensitatea
benzilor specifice si prin urmare, este foarte dificil sd se deosebeasca cu
ochiul liber mierea autentica de cea mierea falsificatd (Huang et al., 2020).

Modelele PLS-DA au fost utilizate pentru a deosebi probele
autentice de cele falsificate (miere falsificatd cu sirop de zahar invertit, sirop
de agave, sirop de porumb, sirop de orez si sirop de artar); modelul
descompune spectrele supuse analizei statistice si tipul esantionului in
acelasi timp pentru extragerea informatiilor eficiente care pot fi utilizate
pentru clasificare. Primele doud componente ale PLS-DA au prezentat mai
putin de 50% din varianta spectrald cu o variatie de la 25,14% la 47,74%
atunci cand datelor spectrale li s-au aplicat diferite pretratamente (fara
pretratare, SNV, linia de bazi, prima derivata, ,,netezirea”-smoothing-de
ordin I polinomial si respectiv, ,netezirea”’-smoothing-de ordin Il
polinomial). Doar atunci cand s-a aplicat derivata a doua, primele doua
componente au prezentat mai mult de 50% din varianta spectrala (58,73%).

Pentru modelul PLS-DA, precizia calibrarii a variat de la 78,18%
(,,netezirea”-smoothing-spectrelor de ordinul 1l polinomial) la 92,18% (a
doua derivatad spectrald). Sensibilitatea PLS-DA a variat in etapa de
calibrare de la 39,58% (,,netezirea”-smoothing-spectrelor de ordinul 1l
polinomial) la 79,38% (a doua derivata spectrald). Specificitatea calibrarii a
variat de la 92,14% (prima derivati) la 98,10% (a doua derivati). In cazul
validarii, precizia a variat de la 74,34% (fara pretratare) la 84,87% (a doua
derivatd), sensibilitatea a variat de la 38,78% (,,netezirea”-smoothing-
spectrelor de ordin II polinomial) la 66,67% (a doua derivata spectrald), in
timp ce specificitatea a variat de la 90,38% (fara pretratare) pana la 99,00%
(spectru de baza).

Avand n vedere parametrii statistici studiati, a doua derivata a oferit
cele mai bune rezultate de distingere a mierii autentice fatd de mierea
falsificatd, astfel: in etapa de calibrare din 97 de probe de miere autentica 77
au fost clasificate corect, in timp ce din 210 probe de miere falsificata doar 4
au fost clasificate ca fiind autentice; Tn etapa de validare din cele 48 de
probe de miere autenticd 32 au fost clasificate corect, in timp ce din 104
probe de miere falsificata 7 au fost clasificate ca autentice.

Pentru modelul SMV, precizia calibrarii a variat de la 95,44%
(,,netezirea”-smoothing-spectrelor de ordinul I polinomial si fara pretratare)
la 100% (prima si a doua derivata). Sensibilitatea SMV a variat in etapa de
calibrare de la 86,60% (fara pretratare) la 100% (prima si a doua derivata).
Specificitatea calibrarii a variat de la 99,05% (spectrele de baza) la 100%
(SNV, prima si a doua derivati spectrald). in cazul validarii, precizia a
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variat de la 81,58% (a doua derivata spectrald) la 92,11% (,,netezirea”-
smoothing-spectrelor de ordinul | polinomial), sensibilitatea a variat de la
69,39% (derivata a doua) la 84,00% (spectrele SNV), in timp ce
specificitatea a variat de la 87,38% (derivata a doua) la 98,97%
(,,netezirea”-smoothing-spectrelor de ordin | polinomial). Conform
parametrilor statistici studiati, prima derivata a oferit cea mai buna
diferentiere a probelor de miere autentica fata de cele falsificate, dupa cum
urmeaza: in etapa de calibrare din 97 de probe de miere autentica 97 au fost
clasificate corect, in timp ce din 210 probe de miere falsificatd toate au fost
clasificate ca fiind falsificate; in etapa de validare din cele 48 de probe de
miere autentica, 39 au fost clasificate corect, in timp ce din 104 de probe de
miere falsificatd, 6 au fost clasificate ca autentice.

Regresia partiald a celor mai mici patrate a fost utilizata in predictia
parametrilor fizico-chimici. Pentru a obtine un model PLS-R bun, spectrele
FT-IR se supun unor pretratamente diferite pentru reducerea/indepartarea
zgomotului sau a informatiilor de fundal, deoarece acestea influenteaza
potrivirea modelului (Luypaert et al., 2004; Shi & Yu, 2017). Tn prezentul
studiu au fost aplicate: niciun tratament, linia de baza, ,eliminarea
tendintiei” (detrending), ,,netezire” (smoothing) de ordin I, ,netezire”
(smoothing) de ordin II, SNV, SNV + eliminarea tendintiei” (detrending),
SNV + prima derivatd, SNV + a doua derivata, MSC, MSC + prima
derivata, MSC + a doua derivata, prima si a doua derivatd pentru predictia
continutului de umiditate, conductivititii electrice, pH-ului, parametrilor de
culoare (L*, h*ab, C*ab), glucide (fructoza, glucoza, zaharoza, turanoza,
maltoza, trehaloza, melezitoza si rafinoza) si aciditate libera.

Predictia parametrilor fizico-chimici cu ajutorul spectrelor FT-IR
pretratate poate fi facutd in doud moduri diferite: prin folosirea intregului
spectru sau prin alegerea catorva numere de unda care oferd informatii
legate de compusul vizat. in prima posibilitate, predictia nu este
satisfacatoare, deoarece existd unele numere de unda care nu contin
informatii spectrale legate de parametrul tinta si prin urmare, nu sunt utile
pentru model si il pot distorsiona (Moros et al., 2010; Shi & Yu, 2017).
Pentru predictia continutului de umiditate, a HMF, a conductivitatii
electrice, a pH-ului, a continutului de glucide (fructoza, glucoza, zaharoza,
turanoza, maltoza, trehaloza, melezitoza si rafinoza) si a aciditatii libere s-au
studiat diferite combinatii de intervale spectrale, dupa cum se poate observa
in tabelul 4.1.
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Tabel 4.1. Combinatii spectrale utilizate in predictia parametrilor fizico-chimici

Parametru

Regiuni spectrale

Continut de umiditate

3650-2840 cm!
3650-2840 + 1810-700 cm'* (Shi & Yu, 2017)

pH

3700-2600 + 1900-750 cm™* (Weglinska et al., 2020)

Conductivitate electrica

3700-600 cm™*
3700-2400 + 1800-700 cm*
1800-700 cm* (Sveénjak et al., 2015)

Aciditate libera

1710-1010 cm* (Bureau et al., 2012)

HMF

2900-2750 + 1750-1050 cm* (Stébener et al., 2019)

Continut de glucide
(fructoza, glucoza,

zaharoza, turanoza,
maltoza,trehaloza,

melezitoza, rafinoza)

3000-2800 cm*

1700-1600 cm*

1540-700 cm?
3000-2800 + 1700-1600 cm*
3000-2800 + 1540-700 cm™*

1700-1600 + 1540-700 cm'*
3000-2800 + 1700-1600 + 1540-700 cm*
(Anjos et al., 2015; Gok et al., 2015)

Modelul prezis a fost verificat iar pentru adecvarea sa s-au utilizat
urmdtorii parametri statistici: coeficient de determinare (R?), panta, decalare
si radacina patratd a erorii medii patratice (RMSE); datele au fost supuse
procedurii de calibrare si validare (66% din date au fost utilizate pentru
procedura de calibrare si 33% din date au fost utilizate pentru procedura de
validare). Valorile coeficientului de determinare au fost mai ridicate de
0,748 n etapa de calibrare si 0,638 in etapa de validare.

Potrivit rezultatelor obtinute se poate afirma ca spectrele FT-IR-
ATR combinate cu modelul SVM pot fi un instrument util pentru a analiza
calitatea mierii, deoarece pot detecta mierea falsificatd indiferent de originea
sa botanicad precum si de agentii de falsificare utilizati.

Capitolul V, ,,Studiu experimental privind depistarea mierii de
albine falsificata cu diferite tipuri de siropuri utilizind proprietdtile
reologice” prezinta influenta diferitilor agenti de falsificare (sirop de agave,
artar, porumb, orez si zahar invertit) asupra reologiei mierii. A fost studiata
influenta diferitelor procente (5%, 10%, 20% si 50%) asupra reologiei
dinamice precum si a reologiei in domeniul negativ de temperaturi. in plus,
modelul PLS-R (regresie partiald a celor mai mici patrate) a fost utilizat
pentru predictia parametrilor reologici (n - vascozitate, G’ - modul elastic si
G”- modul vascos) si a temperaturii de tranzitie sticloasd (Tg) Tn functie de
compozitia chimicd a mierii autentice/falsificate (continut de umiditate,
glucoza, fructoza, zaharoza, maltoza, rafinoza, trehaloza, turanoza,
melezitoza si raport F/G). Comportamentul reologic dinamic si cel in
domeniul negativ s-a determinat cu ajutorul unui reometru Mars 40 (Thermo
Haake, Germania).

Tn ceea ce priveste compozitia chimica, mierea autentica a prezentat
un continut de umiditate de 15,96%. Toti agentii de falsificare au produs o
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crestere a continutului de umiditate, limita maxima permisd de 20% fiind
depasitd numai in cazul mierii falsificate cu 50% sirop de artar (24,08%).
Adaosul de sirop de artar, de porumb si de orez in mierea autentica a produs
o scadere semnificativa a continutului de fructoza si glucoza. Mierea
falsificatd cu sirop de zahar invertit a prezentat un continut de fructoza si
glucoza apropiat de cel prezent in mierea autentica. Siropul de artar a produs
o crestere a continutului de zaharoza de la 0,45% (miere autenticd) la
28,32% 1n mierea falsificata cu 50% sirop, valoarea maximd admisa de 5%
fiind astfel depasita de 5,6 ori. Continutul de melezitozd a crescut de
aproximativ 14 ori In mierea falsificatd cu 50% sirop de porumb (18,18%) si
sirop de orez (18,76%) comparativ cu mierea autentica (1,32%).

Tn figura 5.1 este prezentati o reogrami dinamicd tipici pentru
miere (modulul elastic, modulul vascos si vascozitatea complexa), in timp
ce in tabelul 5.1 este prezentata vascozitatea dinamica, modulul elastic si
modulul vascos pentru mierea de salcdm si pentru probele falsificate cu
diferite siropuri. Mierea de salcdm s-a comportat ca un lichid newtonian,
indiferent de temperatura si frecventa aplicati. Tn cazul probelor de miere
falsificate, tendinta newtoniand a fost prezentd in toate probele.
Comportamentul newtonian este prezentat ca un platou de véscozitate,
indiferent de frecventa aplicatda materialului de testare, in literatura stiintifica
fiind raportate comportamente similare pentru miere (Belay et al., 2017;
Escriche et al., 2017; Kamboj et al., 2020; Nayik et al., 2019; Oroian et al.,
2013b; Oroian et al., 2014). Viscozitatea dinamica (tabelul 5.1) a mierii
autentice a fost de 65,12 Pa-s si se poate observa ca adaugarea agentilor de
falsificare in mierea autenticd duce la o scadere a valorii parametrului (de la
65,12 Pas pentru mierea autentica la 2,15 Pa-s in cazul mierii falsificate cu
50% sirop de artar). Adaugarea siropurilor de agave si artar a scdzut cel mai
mult viscozitatea dinamica, fiind urmate de siropul de porumb. in cazul
siropurilor de zahar invertit si de orez, adaugarea de 5%, 10% si 20% duce
la o scadere lenta a vascozitatii pana la 23% (mierea falsificata cu 20% sirop
de orez), in timp ce addugarea de 50% sirop duce la o scadere a vascozitatii
pana la 59%.

Parametrii vascoelastici ai mierii si ai probelor falsificate au fost
puternic influentati de frecventd. Se observid o corelatie pozitivd intre
frecventa aplicata si magnitudinea modulelor. Modulul de disipare este mult
mai mare decat modulul de Tnmagazinare (G”>> G’), acest comportament
este tipic materialelor similare cu cele macromoleculare de tip lichid
(Oroian et al., 2013b; Oroian et al., 2013a). Tn tabelul 5.1 sunt prezentati
coeficientii de corelatie pentru potrivirea modulului elastic si modulului
Vascos ai mierii de salcdm si ai probelor falsificate cu diferite siropuri la
ecuatii de gradul I, toate probele s-au comportat ca materiale lichide,
deoarece K (13,63 - 405,35) >>K’(0,87 - 3,54). Valorile lui G’si G” pentru
toate probele analizate au avut o dependentd mare de frecventa aplicata (n’
=0,42-1,17, n” = 0,94-1,00).

26



Do OF - aleandnnw ap uwsas ‘J, 0€ - X ‘0. 0Z - 1ybunLy ‘9, 0T - 1ened O, - quiol :exo[duod BI)BIZOISEA
(9) ‘soasea [nnpow (q) ‘onse[o [nnpou (&) ernjeroduwd) op d1jouny Ul WESEs P ILIATW B [01)SE[o00seA Jo[Loweled erinjoaq TG vanbi4

Rezumatul tezei de doctorat

Ll

KEXKKXXKXK

KKK KK
\.l.w.

[+1]
YVYVVS

N
YYVYYVVYY

<

EEEEEENEEEEEER
400000900090 0¢)

UuyulL

27




Rezumatul tezei de doctorat

Tabel 5.1. Vascozitatea dinamica si indicii obtinuti pentru modululele elastic si
vascos ale mierii de salcam si ale probelor falsificate cu diferite siropuri

Vascozitate T, (C)
inamica R .
Proba d(Pa'S)c ¢ ¢
K n’ R k* | | R
Salcam 6512 168 | 083 | 092 | 40535 | 099 | 1 1712
S 56,32 354 | 08 | 097 | 34521 | 097 | 1 -19.08
Saqave 10% i7.47 231 | 08 | 09 |29519 | 098 | 1 -20.18
Sagave 20% 30,87 225 | 098 | 098 | 24515 | 097 | 099 | 2276
Sagave 50% 1020 095 | 058 | 09 | 6443 | 099 | 1 -29.05
Surar st 3430 248 | 095 | 099 | 21489 | 099 | 1 -20.72
Sarar 10% 26,38 399 | 042 | 002 | 18407 | 094 | 06 | 3
Sarar 2% 14,08 116 | 083 | o095 | 8757 | 098 | 099 | 2%
Sarar s 215 087 | 073 | 080 | 1363 | 097 | 099 | 614
Saatar vt % 62,48 163 | 08 | 092 | 38894 | 098 | 1 17,60
S— 50,84 158 | 117 | 046 | 37254 | 098 | 1 -18,34
Srabir mertc 20% 5457 149 | 084 | 092 |33973 | 098 | 1 -19,70
Samcimertsvs | 3574 122 | 087 | 094 | 2413 | 098 | 1 22,91
Sporumb 5% 30,01 141 | 079 | 094 | 24317 | 099 | 1 -18.33
Sporumd 10% 185 123 | 1,03 09 | 21498 | 098 | 099 | 1974
Sporumb 20% 2.1 131 | 093 | 095 | 20214 | 098 | 0g9 | 2183
Sporumb 50% 28,68 091 | 057 | 076 | 18248 | 099 | 1 26,76
Sorez 56 58,72 220 | 094 | 097 |30221| 098 | 099 | 17
Sorez 10% 54,34 18 | 075 | 093 | 34423 | 1 | ogo | 179
Sorez 20% 48,89 206 | 086 | 096 |33164 | 098 | 099 | 1878
Sorez50% 2001 247 | 08 | 095 | 32411099 | 1 -20.55
K’ si K” - interceptare elastica si vascoasd si n’, n’’- panta elastica si respectiv

vascoasa
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Comportamentul reologic al mierii la temperaturi pozitive este
asemanator lichidelor, unde modulul vascos G” este mult mai mare decat
modulul elastic G’ (Panyoyai et al., 2015). Pentru a evalua comportamentul
reologic al probelor la temperaturi negative, masuratorile au fost efectuate la
temperaturi ncepand cu -15 °C pana la -40 °C (figura 5.2). Se poate observa
ca existd o crestere pronuntatd a modulelor de la 10° la 10° Pa odati cu
scaderea temperaturii aplicate.

Regiunea din domeniul negativ este cunoscuta sub denumirea de
regiune de tranzitie sticloasa, regiune in care componenta elastica prezinta o
crestere superioard componentei vascoase (G’> G”); aceasta se mai numeste
si stare sticloasd, o stare 1n care reactiile fizico-chimice sunt limitate datorita
miscarilor moleculare pe termen lung (Nguyen et al., 2018). Punctul in care
cele doua componente au aceeasi magnitudine este cunoscut sub numele de
punct de tranzitie sticloasd, care corespunde unei temperaturi de tranzitie
sticloasd. Dupa cum se poate observa in figura 5.2, temperatura de tranzitie
sticloasd (Tg) a mierii de salcadm a fost de -17,12 °C si a scazut odatd cu
cresterea procentului de falsificare pana la -36,14 °C (miere falsificata cu
50% sirop de artar) (tabelul 5.1 si figura 5.2).

Tn figura 5.2 se poate observa evolutia Tg pentru fiecare tip de
agent de falsificare. In cazul adaosului de sirop de zahar invertit si orez in
mierea autentica nu s-a observat o scadere ridicata a temperaturii de tranzitie
sticloasa, in timp ce in cazul mierii falsificate cu concentratii ridicate de
sirop de artar, porumb sau agave, diferenta este notabild. Conform corelatiei
Pearson s-a observat o corelatie puternic negativa intre Tg si continutul de
umiditate (r = -0.961%) si zaharoza (r = -0.782%) si o corelatie puternic
pozitiva intre Tg si fructoza (r = 0.436%), glucoza (r = 0.743*), maltoza (r =
0.694%*), trehaloza (r = 0.687%), rafinoza (r = 0.711%).
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Figura 5.2. Comportamentul reologic al mierii falsificate cu diferite siropuri in
domeniul negativ de temperatura. Linia verde - intersectia modulului vascos cu cel

elastic
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Modelul PLS-R a fost utilizat pentru predictia parametrilor reologici
M, G* si G”) si a temperaturii de tranzitie sticloasd (Tg) Tn functie de
compozitia chimica (continut de umiditate, fructoza, glucoza, zaharoza,
turanoza, maltoza, trehaloza , melezitoza, rafinoza si raportul F/G). Datele
au fost impartite In doud categorii: calibrare (66,6% din probe) si validare
(33,3% din probe) pentru a realiza modelul dorit. Numarul factorilor
maximi pentru predictia parametrilor a fost stabilit la 7. Au fost utilizati
diferiti parametri statistici pentru a verifica modelul prezis: panta, decalajul,
radacina patratd a erorii medii patratice (RMSE) si coeficientul de
determinare (R?).

Cu exceptia modulului elastic, toti ceilalti parametri analizati au
prezentat un coeficient de determinare ridicat atat in etapa de calibrare (>
0,810) cat si in cea de validare (> 0,790). Modulul de disipare si
vascozitatea dinamicd au avut acelasi coeficient de determinare si acest
lucru poate fi atribuit lichidului, adica mierii, n care comportamentul
vascos este mult mai mare decat comportamentul elastic, mierea fiind un
lichid newtonian (Oroian et al., 2013a).

Analiza componentelor principale (PCA) a fost utilizatd pentru a
distinge proba de miere autentica de cele falsificate cu cei cinci agenti de
falsificare. Prima componenta (PC-1) a reprezentat 99% din varianta si a
doua componenta (PC-2) 1%, iar impreund au cumulat un procent de 100%
din variabilitatea initialdi. Dupd cum se poate observa, proba autentica,
precum si cele falsificate cu 5%, 10% si 20% sirop de zahar invertit, 5% si
10% sirop de agave si 5% sirop de orez sunt plasate in acelasi cadran, ceea
ce Inseamnd cd probele falsificate cu acesti agenti imitd foarte bine
proprietatile mierii autentice. Probele falsificate cu sirop de porumb si artar
sunt in cadrane diferite datorita compozitiei lor diferite. Totodata, a existat o
similaritate intre probele falsificate cu 50% sirop de zahar invertit, 20% si
50% sirop de agave, 5% si 10% sirop de porumb si 5%, 10% si 20% sirop
de artar.

Conform fincarcarilor PCA, probele de miere au fost in mare parte
influentate de urmatorii parametri: continutul de fructoza, glucoza,
melezitoza, raportul F/G, continutul de umiditate dar si de vascozitate (n-
eta), modulul elastic (G**) si temperatura tranzitiei sticloase (Tg). n plus,
suprapunerea parametrilor reologici vascozitate-modul elastic indica o
corelatie puternica.
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Figura 5.8. Analiza componentelor principale (PCA) - incarcari: G’- modul vascos,
G’’- modul elastic, eta (1) - vascozitate si Tg- temperatura de tranzitie sticloasa

Rezultatele obtinute in acest studiu indica aplicabilitatea cu succes

a parametrilor reologici in detectarea mierii falsificate prin adaos de siropuri
de agave, artar, porumb, orez si zahar invertit in procente diferite.
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Capitolul VI cuprinde Concluziile generale ca urmare a rezultatelor
experimentale obtinute in aceasta tezd de doctorat.

Teza de doctorat intitulatd ,,CERCETARI PRIVIND DEPISTAREA
MIERII DE ALBINE FALSIFICATA CU DIFERITE SIROPURI
CONCENTRATE DE GLUCIDE UTILIZAND TEHNICI
INSTRUMENTALE” a urmdrit ca studiile teoretice precum si cele
experimentale realizate sda inlesneasca nivelul actual de cunoastere si
dezvoltare in domeniul depistarii mierii de albine falsificate. Aceastd tezd
prezintd metodele de falsificare a mierii, agentii utilizati, metodele de
depistare a probelor falsificate dar si modificarile care apar ca urmare a
falsificarii asupra diferitilor parametri fizico-chimici. Tododata, este
evidentiatd necesitatea dezvoltarii de metode rapide, care nu implica
pregatiri laborioase ale probelor deu analizat prin care sd se poata realiza
depistarea mierii falsificate. Prin parcurgerea acestei lucrari se desprind
urmatoarele concluzii generale:

» Cererea ridicatd pe piatd a mierii de albine a condus cétre
falsificarea directd sau indirectd a acesteia pentru a spori atat productia
cat si profitul. Toti acesti factori contribuie in detrimentul calitatii
mierii si conduc astfel, catre deteriorarea amprentelor componentelor
bioactive.

» Falsificarea prin adaos de siropuri concentrate de glucide este un tip
de frauda care necesita un maxim de atentie, deoarece unii agenti imita
foarte bine proprietatile mierii de albine autentice, ceea ce face dificila
detectarea acestora.

» Pentru depistarea probelor de miere falsificate in diferite
concentratii cu sirop de orez, porumb, zahdr invertit, agave si artar, s-
au utilizat metode analitice clasice dar si instrumentale, aparatura de
laborator fiind folosita din dotarea Facultatii de Inginerie Alimentara.

» Analiza fizico-chimica este una dintre metodele utilizate pentru a
masura calitatea si autenticitatea mierii. Majoritatea parametrilor
fizico-chimici au prezentat modificari semnificative, atat in functie de
agentul de falsificare cat si de procentul de sirop adaugat in miere. Un
continut ridicat de umiditate poate fi asociat cu o miere falsificata,
deoarece adaosul de agent in mierea autenticd a condus catre o crestere
a umiditatii, insd valori apropiate de limita maxima de 20% au existat
doar in cazul falsificarii cu sirop de artar. Continutul de HMF a crescut
de aproximativ 5 ori in mierea falsificatd cu sirop de zahar invertit
comparativ cu mierea autentici. In ceea ce priveste continutul de
glucide, adaosul de sirop de artar, porumb si de orez in mierea
autentica au produs o scadere semnificativa a continutului de fructoza
si glucoza, in timp ce siropul de agave a produs o crestere a
continutului de fructoza. Continutul de maltoza a scazut semnificativ in
cazul tuturor probelor falsificate iar continutul de melezitoza a crescut
de aproximativ 11 ori in mierea falsificatd cu sirop de porumb si cu
sirop de orez in comparatie cu valorile obtinute pentru mierea
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autenticd. Limita maxima admisd de 5%, stabilitd pentru continutul de
zaharoza a fost depasita doar in cazul probelor falsificate cu sirop de
artar. Prin utilizarea metodei PCA s-a obtinut o separare clard, in
special a probelor de miere falsificata cu sirop de zahar invertit de la un
adaos de 10% .

» Sistemul de tip limba eletronica voltmetricd si-a demonstrat
utilitatea in depistarea mierii falsificate, fiind o metoda rapida si
consumatoare de putini solventi. Electrozii de argint si cupru au
furnizat voltamogramele cele mai clare, diferentele dintre probele de
miere autentice si falsificate fiind evidentiate de intensitatea maxima a
curentului. Prin utilizarea metodelor statistice precum LDA si SMV s-
a obtinut o precizie de 94,87% si 100% in etapa de calibrare si
respectiv, 89,65% si 100% in etapa de validare. Modelul PLS-R a fost
utilizat in predictia parametrilor fizico-chimici, cele mai ridicate valori
ale coeficientilor de regresie fiind obtinute pentru conductivitatea
electrica si pH.

» Analiza FT-IR-ATR s-a dovedit a fi cea mai rapida si eficientd
metoda de depistare a probelor de miere falsificatd. Spectrele FT-IR au
fost supuse unor diferite pretratamente spectrale pentru a imbunatati
discriminarea probelor de miere autentica de cele falsificate folosind
metodele statistice: SVM si PLS-DA. Prin utilizarea primei derivate
spectrale, SVM a oferit cel mai bun model de detectare in diferentierea
esantioanelor. Modelul PLS-R a fost utilizat pentru predictia
parametrilor fizico-chimici avand la bazad spectrele FT-IR. Valoarea
cea mai ridicata a coeficientului de determinare a fost in cazul
continutului de HMF (0,889) fiind urmatd de continutul de zaharoza
(0,883).

» Parametrii reologici, de asemenea, au fost utilizati cu succes in
detectarea mierii falsificata cu diferite siropuri. Comportamentul
newtonian a fost prezent la toate esantioanele. Addugarea siropurilor de
agave si artar a scazut cel mai mult vascozitatea dinamica, fiind urmate
de siropul de porumb. In cazul siropurilor de zahir invertit si de orez,
adaugarea de 5%, 10% si 20% a produs o scadere lentd a vascozittii
pand la 23% (mierea falsificatd cu 20% sirop de orez) in timp ce
adaugarea de 50% sirop a produs o scadere a vascozitdtii pana la 59%.
in plus, reologia in domeniul negativ de temperatura a fost utilizata,
pentru prima datd, in depistarea mierii falsificate. La temperaturi
negative, sub -15 °C, a existat o crestere a valorilor modulului elastic
cu o dominatie asupra modulului vascos, cu aparitia intersectiei celor
doud module, cunoscutd sub numele de punct de tranzitie sticloasa,
caruia ii corespunde o temperaturd de tranzitie sticloasd. Acesta a
scazut odatd cu cresterea procentului de falsificare, cele mai
remarcabile diferente fiind observate in cazul probelor de miere
falsificate cu concentratii mari de sirop de artar, porumb si agave.
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Studiile efectuate in aceastd tezd de doctorat oferd informatii
esentiale legate de discrimnarea probelor de miere autenticd de cele
falsificate. Contributia originald se concretizeaza prin depistarea diferitilor
agenti de falsificare in diverse procente cu ajutorul datelor furnizate de
sistemul de tip limba electronica, de spectrele FT-IR si nu in ultimul rand
prin utilizarea pentru prima datd a reologiei in domeniul negativ de
temperatura ca instrument util in depistarea probelor falsificate.

Diseminarea rezultatelor cercetarilor

Rezultatele cercetarilor experimentale efectuate in vederea indeplinirii
obiectivelor stabilite au fost valorificate prin publicarea sau comunicarea
unor lucrdri stiintifice, dupa cum urmeaza:
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