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Scop si obiective

Scopul lucrarii de doctorat consta in evidentierea unor noi factori de influenta asupra
procesului de cristalizare a mierii si gasirea si testarea unor metode inovative de prevenire si/sau de
Incetinire a procesului de cristalizare a mierii care sa permitd mentinerea caracteristicilor de
calitate a mierii necristalizate, sau imbunatdtirea unor caracteristici ale acesteia.

Activitatea de cercetare realizata pe parcursul studiilor doctorale a urmarit urmatoarele
obiective stiintifice:

» Prezentarea situatiei actuale privind cercetarile si realizarile referitoare la cristalizarea mierii
si la efectele acestui proces asupra caracteristicilor de calitate ale mierii subliniind
necesitatea existentei alternativelor de prevenire a instalarii cristalizarii.

» Studiul metodelor de analiza pentru determinarea parametrilor fizico-chimici, reologici si
microbiologici ai mierii.

» Studiul efectelor ultrasunetelor asupra prevenirii si reducerii cristalizarii pe durata
depozitarii mierii.

» Conceperea, testarea, caracterizarea si beneficiile utilizarii unei noi metode de prevenire a
cristalizarii mierii prin adaos de trehaloza.

> Identificarea efectelor adaosului de trehaloza asupra proprietatilor reologice pe durata
depozitarii mierii.

» Analiza statistica a rezultatelor obtinute cu metodele aplicate pentru prevenirea cristalizarii
mierii comparativ cu rezultatele obtinute prin metodele cunoscute.

Cuvinte cheie:

miere de albine;
cristalizare;
trehaloza;
ultrasunete;

textura;

analiza calorimetrica;
neonicotinoide.

Prezenta tezd de doctorat, intitulati ~CERCETARI PRIVIND PROCESUL DE
CRISTALIZARE A MIERII ST METODE INOVATIVE DE PREVENIRE A ACESTUIA” are
203 pagini, cuprinde 6 capitole cu concluzii proprii, un capitol de concluzii generale si contributii
originale, referinte bibliografice, lista de lucrdri publicate sau prezentate la manifestari stiintifice
din tara si din strdinatate, reprezentative pentru tema studiata, 75 de figuri, 20 de tabele si 16

ecuatii.



Primul capitol, Stadiul actual al cercetdrilor privind factorii de influentd asupra
procesului de cristalizare a mierii, rezuma principalele aspecte teoretice care definesc procesul de
cristalizare a mierii, Impreuna cu identificarea factorilor de importanta care conditioneaza
instalarea acestui proces, metodele utilizate si testate de prevenire a cristalizdrii mierii, dar si o
trecere In revista a principalelor studii publicate Tn literatura stiintifica internationala pe tema
compozitiei chimice a diferitelor sortimente de miere si a parametrilor de calitate acestui produs
care trebuie sa corespunda exigentelor consumatorilor.

Conform Directivei 2001/110 CE, mierea este definita ca substanta naturald produsa de
albinele Apis mellifera (Council Directive, 2001). Codex Alimentarius defineste mierea ca fiind
substanta naturala dulce produsa din nectarul plantelor sau din secretii ale partilor vii ale plantelor
sau excretiile de pe partile vii ale plantelor, ale insectelor care aspira din plante, pe care albinele le
colecteaza, le prelucreaza prin combinarea cu substante specifice, proprii, si le depoziteaza in
celulele fagurilor de miere pentru a se matura (Codex Alimentarius, 2001).

Mierea are o compozitie extrem de variata datorita componentelor provenite fie de la
plantele de la care au colectat albinele polenul, fie direct de la albind — ca producdtoare de miere.
Mierea este un aliment extrem de complex care contine peste 180 de substante diferite (Haiza, H.,
2013, Nguyen, H. T. L., 2019). Mierea contine aproximativ 80 % zaharuri (Hills, S. P., 2019,
Rahardjo, M., 2020), astfel poate fi considerata din punct de vedere chimic, o solutie concentrata
de zahar. In afard de zaharuri, mierea contine aproximativ 20% apa (Taha, A. A., 2020), si alte
componente active precum aminoacizi, vitamine, substante minerale, enzime, acizi organici,
flavonoide si compusi fenolici, proteine (Nisbet, C., 2018, Waheed, M., 2018, Ghramh, H. A.,
2020, Giil, A., 2018).

Substanta uscata a mierii este compusa 1n proportie de aproximativ 95% din glucide (
Machado De-Melo, A. A., 2018), cele mai reprezentative fiind monozaharidele glucoza si fructoza
(Pascual-Maté, A., 2018).

Concentratia de fructoza si glucoza precum si raportul dintre acestea sunt utile in clasificarea
mierii uniflorale (Amri, A., 2013) si in aprecierea gradului de cristalizare a mierii. Raportul
fructozad/glucoza mai mic de 1,0 indica instalarea cristalizarii in miere mai repede, iar raportul mai
mare de 1,0 indica instalarea cristalizdrii in miere, mai lent. Cristalizarea rapida a mierii se
datoreaza solubilitatii reduse a glucozei In apa si tendintei mai mare a acesteia de a cristaliza,
raportat la fructoza care se caracterizeaza printr-o solubilitate in apa de circa 4,4 ori mai mare.
Ideal, raportul fructozad/glucoza ar trebui sa varieze intre 0,9 si 1,35 (Draiaia, R., 2015, Aljohar, H.
L, 2018). Raportul G/F depinde si de specia albinelor producdtoare de miere (4lghamdi, B. A.,
2020).

Continutul de apa reprezinta un bun criteriu pentru evaluarea calitatii mierii i pentru
stabilirea termenului de pastrare al mierii (Khalafi, R., 2016). Continutul scazut de apa inhiba
cresterea microbiand din miere, astfel termenul de pastrare poate fi mai mare (Olalekan-Adeniran,
M. A., 2018).

De asemenea, raportul glucoza/apa este un indicator important pentru miere in ceea ce
priveste instalarea procesului de cristalizare (Balos, M. Z., 2019). Cu cat raportul glucozi/apa este
mai mare, cu atat mierea cristalizeaza mai repede. Cristalizarea este slaba sau inexistenta cand
raportul glucoza/apa este mai mic de 1,7 si complet sau rapid cand raportul glucozd/apa este mai



mare de 2,0, moleculele de glucoza avand tendinta de grupare rapida si formare de cristale (Ozkok,
D., 2018, Vranic, D., 2019).

Cristalizarea mierii este un proces natural care are loc spontan In timpul depozitarii si duce la
modificdri importante ale caracteristicilor structurale si reologice ale produsului. Acest proces este
putin nteles de catre publicul consumator, deoarece se presupe ca mierea cristalizata ar fi
falsificata, neconforma sau nu ar fi un produs natural. De fapt, majoritatea mierii pure sau netratata
termic are o tendintd naturald de a cristaliza in timp. Cristalizarea nu afecteaza mierea decat prin
modificarea culorii (prin deschiderea la culoare) si textura (in special vascozitatea mierii creste).
Mierea cristalizata pastreaza aroma si caracteristicile de calitate ale mierii lichide.

Cristalizarea reprezinta formarea cristalelor, expresia externa a structurii interne a atomilor,
moleculelor si ionilor dintr-un sistem tridimensional repetat persistent intr-o substantd. In acest
caz, mierea cristalizatd implica prezenta de cristale de zahar la matricea fluxului de miere (Belay,
A., 2015).

Procesul de cristalizare implica doar glucoza, deoarece fructoza se caracterizeaza prin
solubilitate mai mare si va ramane fluida pentru mai mult timp. Fructoza este de 4,4 ori mai
solubila Tn apa (4000g/ L 1a 25 ° C) si se gaseste dizolvata in solutie (Laos, K., 2011, Amariei, S.,
2020), comparativ cu glucoza care tinde sa cristalizeze spontan datorita solubilitatii sale scazute in
apa (909g/ L1a25° C).

Cristalizarea are loc In doua etape (Tappi, S., 2019, Khvorova, L., 2019):

= cristalizarea primara este etapa in care are loc formarea de nuclei noi de cristale. Aceasta
etapa se mai numeste nucleatie;

= cristalizarea secundara este etapa 1n care are cresterea madrimii cristalelor pre-formate sau
formarea altor cristale prin unirea mai multor cristale preformate.

Apa legata de glucoza in solutie se elibereaza in timpul procesului de cristalizare ceea ce
conduce la cresterea activitatii apei. Unele sortimente de miere cristalizeaza uniform, altele
cristalizeaza partial si formeaza doud straturi. Stratul cristalizat ocupd partea inferioara a
recipientului, iar faza lichida se afla in partea superioara a masei de miere. Sortimentele de miere
variazd, de asemenea, in functie de marimea cristalelor formate, unele caracterizandu-se prin
cristale fine, iar altele prin cristale mari, grosiere. Cu cat mierea cristalizeazd mai rapid, cu atat
textura va fi mai fina.

Capacitatea mierii de a cristaliza depinde de multi factori, atat compozitionali (zaharuri, cat
si continutul de apa, prezenta unor microcristale) cat si de mediu (temperatura de pastrare si
istoricul tratamentelor termice) (Eshete, Y., 2019, Lopes, M., 2018, Vranic, D., 2019). De
asemenea, sursa de nectar colectat de albine si metodele de prelucrare si manipulare a mierii
reprezinta factori importanti, care influenteaza viteza de cristalizare a acesteia.

Deoarece mierea este mult mai apreciata in starea sa necristalizata de consumatori, cele mai
comune metode de prevenire a cristalizarii utilizate pe scara larga de catre producatori sunt:
tratamentul termic la temperaturi ridicate sau foarte scazute, ultrasunete, cuptor cu microunde,
filtrare, ultrafiltrare si adaugarea de aditivi alimentari.

Impiedicarea cristalizdrii este importantd pentru pastrarea proprietatilor de texturd si culoare
ale mierii, pentru recunoasterea facila a sortimentelor de miere, dar si pentru eliminarea
problemelor cu care se confrunta apicultorii in prelucrarea si manipularea mierii. Astfel,
cristalizarea mierii reprezinta o preocupare globala importanta atat pentru consumatori, cat si



pentru producatorii comerciali. In concluzie, gasirea unei metode de prevenire a cristalizarii mierii
care nu afecteaza calitatea sa, reprezintd o preocupare de interes mondial.

In capitolul 2 al tezei ~Materiale si metode utilizate in cercetirile experimentale” sunt
prezentate metodele de analiza abordate pentru Indeplinirea obiectivelor propuse. Totodata, a fost
descrisa aparatura utilizata in cadrul acestor metode. Au fost folosite aparate de laborator din
dotarea Facultatii de Inginerie Alimentara din cadrul Universitatii “Stefan cel Mare” din Suceava.

Probele de miere au fost colectate si achizitionate de la apicultori locali autorizati, din mai
multe zone ale Romaniei precum si de la compania Apicola din Suceava. Garantia autenticitatii
probelor a fost asiguraté de cétre furnizorii de miere amintiti anterior. In urmétoarea figura (figura
2.1), se pot observa locatiile din care au fost colectate probele de miere folosite in aceasta
cercetare.
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Reactivii folositi au fost puri, din punct de vedere al calitdtii analitice (figura 2.2). Pentru
prepararea solutiilor necesare efectudrii determinarilor, s-a folosit apa dublu-deionizata
(rezistivitate de 18 MQ cm), produsa de un sistem de purificare a apei (Thermo Fischer,
Germania).

Metodele abordate pentru analiza probelor rezultate au fost:

e Monitorizarea efectelor aplicdrii tratamentului cu ultrasunete si a tratarii mierii prin adaos de
trehaloza asupra parametrilor de calitate ai probelor de miere.

¢ Identificarea unor parametri calitativi, ca potentiali factori care influenteaza cristalizarea.

e Determinarea continutului de apa— metoda refractometrica;

e Determinarea continutului de zaharuri— metoda descrisa de Bogdanov (2002), cu ajutorul
HPLC cu detector RI;
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e Determinarea continutului de compusi fenolici— metoda descrisa de Biesaga, M., (2013), -
folosind cromatograful de lichide de inalta performanta 10 ADVP-Shimadzu (FIA, USV,
Suceava) — identificarea compusilor fenolici pe baza timpilor de retentie ai standardelor si
cuantificarea lor prin raportarea ariilor peak-urilor obtinute in cromatogramele probelor cu
cele ale compusilor fenolici standard, la 280 nm pentru acid protocatecuic, acid 4-
hidroxibenzoic, acid galic si acid vanilic; si la 320 nm pentru acid clorogenic, acid cafeic,
acid p-cumaric, acid rosmarinic, miricetind, luteolind, quercitina si kaempferol.

e Determinarea culorii — colorimetrul Konica Minolta CR400 (FIA, USV, Suceava)-
coordonatele de culoare corespunzdtoare spatiului de culoare aproximativ uniform
CIELAB au fost obtinute direct din aparat, calibrat Tn prealabil fatd de o placa alba
(illuminant standardizat D65), in triplicat.

e Determinarea texturii - texturometrul Texture Analyzer ESM 301, Mark-10, echipat cu o
sonda cu disc de 50 mm, in triplicat. Parametrii de texturd au fost calculati pe baza curbei
TPA.

e Determinarea aciditdtii — metoda descrisa in (SR) 784-3/2009;

e Determinarea continutului de minerale — prin tratarea cu acid azotic concentrat si apa
oxigenata a cenusii albe obtinute prin calcinare. Determinarea s-a realizat folosindu-se ICP
-MS din dotarea Facultatii de Inginerie Alimentara.

e Determinarea activitatii apei— cu aparatul AquaLab 4TE V Duo;

e Determinarea conductivitatii electrice— dupa metoda descrisa de Bogdanov (2002), cu
pH/conductometrul Mettler Toledo MPC 227;

e Determinarea HMF— metoda Winkler;

e Determinarea activitdtii diastazice— metoda Schade;

e Determinarea prezentei sau absentei cristalelor— cu stereomicroscopul Microscop Optika SZ
Al (Scripca L. A., 2021);

e Determinarea calitatii microbiologice — Bacillus cereus, Clostridium botulinum, Salmonella,
bacterii coliforme, drojdii si mucegaiuri, prin metodele descrise in standardele de calitate
SR EN ISO 6887-1/2017, SR EN ISO 7932/2005, ISO 15213/2003, ISO 6579-1/2017, ISO
4832/2006 si SR ISO 21527-2/2008;

e Determinarea reziduurilor de pesticide — prin extractie prin metoda QUEChERS si analiza
cromatografica folosind gaz cromatograful sau lichid cromatograful cuplat cu
spectrometru de masa Tn tandem;

e Determinarea reziduurilor de antibiotice — prin extractie si analiza cromatografica
(cromatografie de lichide), sau metoda testului imunoenzatic (ELISA)

e Analiza calorimetrica — cu calorimetrul cu scanare diferentiala -DSC 8500, PerkinElmer (
Amariei, S., 2020).

e Analiza statistica a datelor experimentale — folosindu-se programe si soft-urile aferente:
pachetul Microsoft Office, XLStat, SPSS, Origin PRO. Corelatiile Pearson realizate au
avut ca scop stabilirea posibilelor legdturi dintre doua variabile ale aceleiasi probe,
identificarea relatiilor dintre acestea, dar si intensitatea corelatiilor. Metoda analizei
componentelor principale (PCA), limiteaza toate datele in doua componente principale.

In capitolul 3 al tezei de doctorat sunt prezentate rezultatele evaludrii parametrilor de
calitate ai probelor de miere. Au fost analizate atributele calitative functionale si de siguranta
alimentara cum sunt continutul de apa, aciditatea, continutul de zaharuri, conductivitatea electrica,
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intensitatea culorii acestora, activitatea diastazica, concentratia de HMF, continutul in polifenoli,
textura, continutul de minerale, concentratia de reziduuri de antibiotice si pesticide.

Continutul de apa al mierii reprezinta un criteriu de calitate, fiind un parametru care
influenteaza semnificativ procesul de cristalizare (Balos, M., 2019). Mierea cu un continut mai mic
de apa este stabila pentru o perioada mai lunga de timp (Nayik, G.A., 2018). Continutul de apa
influenteaza, de asemenea, fluiditatea mierii si anumite proprietati de textura precum adezivitatea.
Activitatea apei, proprietatile microbiologice si cresterea microbiand sunt influentate de continutul
de apa al mierii (Berk, B., 2020). Continutul de apa al probelor de miere a variat intre o valoare
minima de 15,70 £ 0,32 % si 15,70 + 0,25 %. Activitatea apei este un parametru folosit pentru a
determina stabilitatea mierii. O valoare a activitatii apei sub 0,60 indica o buna stabilitate a mierii
si nu permite cresterea microbiana (Pltowa 's-Korus, 1., 2018). Valoarea activitatii apei mai mare de
0,60 poate favoriza cresterea mucegaiurilor xerofile si bacteriilor halofile (Kek, S.P., 2017).
Activitatea apei a variat intre o valoare minima de 0,17+0,05 pentru o proba de miere de salcam si
valoarea maxima de 0,62+0,18 pentru o proba de miere de floarea-soarelui.

Conductivitatea electrica (CE) indica, capacitatea mierii de a conduce un curent electric.
Acest parametru este influentat de starea de depozitare, temperatura, continutul de apa, minerale si
continutul de ioni (Spiri¢, D., 2019). Este un parametru de calitate util pentru clasificarea mierii
monoflorale (Laaroussi, H., 2020). Cel mai scazut nivel de conductivitate electrica a fost gasit in
mierea de rapitd (0,11 mS/cm), iar cel mai inalt nivel a fost de 0,73 mS/cm Tn mierea de mana.

Continutul de hidroximetilfurfural (HMF), este un indicator al prospetimii mierii (Pasias,
LN., 2017). Hidoximetilfurfuralul se gaseste in mod natural, in cantitati mici In miere, dar
concentratia sa poate creste din cauza tratamentelor de Incdlzire aplicate mierii (Mouhoubi-
Tafinine, Z., 2018). Hidroximetilfurfuralul are un efect citotoxic, genotoxic si organotoxic pentru
oameni, de aceea acest parametru este controlat (dypak, S.U., 2019). Prin urmare, Comisia
Europeana a stabilit limita maximd pentru concentratia de HMF de 40 mg/kg (respectiv de 80
mg/kg pentru mierea tropicald). Cel mai scdazut nivel de HMF a fost gasit in mierea de menta
(0,11£0,01 mg/kg), iar cel mai Inalt nivel a fost de 4,47+0,08 mg/kg intr-o proba de miere de
rapitd. Aceste rezultate aratd ca probele experimentale nu au fost tratate termic.

Diastaza sau a-amilaza, este un indicator al prospetimii mierii si este termosensibila (76rres,
W. D. L., 2021). Activitatea diastatica a mierii este corelatd cu sursa de nectar si cu originea
geografica a mierii (Soares, S., 2017, Matovic, K., 2018, Tomczyk, M., 2019). Toate probele
analizate au avut valori ale activitatii diastazei mai mari de 8,0 °Gothe, indicand calitatea probelor
de miere analizate. Cea mai mare valoare a activitdtii diastazei a probelor analizate a fost gasita in
mierea de zmeurd, cu 24,28 + 0,22 °Gothe. Cea mai mica valoare a indicelui diastazic a fost
determinata Tn mierea de rapita, cu 10,60 °Gothe.

Continutul de glucoza si fructoza variaza, in general, intre 60 si 85% din substanta uscata a
mierii (Suhag, Y., Nayik, G. A., 2016, Ruiz-Matute, A. 1., 2010, De La Fuente, E., 2011). Restul de
zaharuri de 5-10% sunt dizaharide, trizaharide si tetrazaharide, se gasesc In majoritatea
sortimentelor de miere, dar intr-o concentratic mult mai mica (Silva, S. P., 2018). Aceste
oligozaharide se formeaza in principal din lanturi scurte de unitati monozaharidice sau reziduuri
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ale acestora, legate prin legaturi glicozidice (7edesco, R., 2020). Oligozaharidele sunt substante
importante pentru determinarea ambelor origini, geografica si botanica a mierii (Nayik, G. A., 2018
). Pe langd zaharurile principale, in miere s-au gasit si alte zaharuri precum xiloza, zaharoza,
ramnoza, trehaloza, nigerobioza, izomaltoza, maltoza, maltotetraoza, maltotrioza, maltuloza,
melezitoza, melebioza, celobioza, palatinoza, rafinoza, erloza (Silva, P. M., 2016, Kamboj, R.,
2020). Continutul total de zaharuri din probele de miere a variat in intervalul 69,84 g/100 g + 80,70
g/100 g. Glucoza si fructoza au fost compusii predominanti Tn probele de miere analizate, dar au
fost gasite 1n diferite rapoarte de la un sortiment la altul (figura 3.1).
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Fig. 3.1. Analiza descriptiva a concentratiei de glucoza si fructoza pentru fiecare sortiment de miere
analizat

La mierea de rapitd, mand, menta si cateva probe de miere de pdsune si floarea-soarelui
zahdrul predominant gasit a fost glucoza, iar in probele de miere de salcam, poliflora, tei, papadie,
zmeura, castan si unele probe de miere de pasune si floarea-soarelui, concentratia mai mare de
zahar este reprezentata de fructoza.

Alte zaharuri identificate n probele de miere analizate, au fost zaharoza, trehaloza, maltoza,
melezitoza, rafinoza, erloza si turanoza, care s-au gasit in concentratii mai mici decat glucoza si
fructoza. Continutul de zaharoza este un parametru important de autentificare a mierii. Continutul
de zaharoza si trehaloza din probe a variat Tn intervalele 0 + 3,82 g/100 g, respectiv 0 + 3,74 g/100
g. Valoarea maxima de trehaloza a fost determinata in cazul probei de miere de salcam (figura 3.2).
Concentratia de trehaloza a avut cele mai mari valori pentru mierea de salcam, sortiment de miere
care cristalizeaza lent. Concentratiile cele mai scazute ale trehalozei au fost determinate pentru
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mierea de rapitd, sortiment de miere care are tendinta mare de cristalizare, ceea ce poate sugera ca
trehaloza ar putea influenta procesul de cristalizare al mierii.
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Fig. 3.2. Analiza descriptiva a continutului de zaharoza si trehaloza pentru fiecare sortiment de miere
analizat

Polifenolii actioneaza in general ca antioxidanti primari, oferind protectie prin eliminarea
radicalilor liberi, incheind astfel reactiile din lantul oxidativ (Kaskoniene, E., 2010). Profilul
fenolic al diferitelor sortimente de miere variaza in functie de originea geografica si sursa florala (
Estevinho, X.F., 2012, Campone, L., 2014). Cantitatile totale de polifenoli (figura 3.3) au fost
semnificative pentru mierea de pasune si mana si castan si mai putin semnificativa pentru mierea
de salcam, rapita, trifoi. Continutul de compusi fenolici din probe a variat in intervalul 0,02 +
80,38 mg/100 g, valoarea minima fiind determinata in cazul unei probe de miere de salcam, iar
valoarea maxima in cazul unei probe de miere de mana.
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Fig. 3.3. Analiza descriptiva a continutului total de compusi fenolici pentru fiecare
sortiment de miere analizat
S-a efectuat analiza componentelor proncipale privind compusii fenolici ca variabile active
si tipul de miere ca observatii active si s-au determinat cele doua componente principale care
acopera 79,37% din variabilitate (PC1- 62,65% si PC2- 16,72%).

PC 1 si PC 2 (79,37%)
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Fig. 3.4. Analiza componentelor principale a rezultatelor pentru compusii fenolici din cele 13 tipuri
de miere analizate (A.G. — acid galic; A.P. - acid protocatecuic; A.H. - acid 4- hidroxibenzoic; A.V. - acid
vanilic; A.Cl. - acid clorogenic; A.Ca. - acid cafeic; A.Cu. - acid p-cumaric; A.R. - acid rosmarinic; M. —

miricetind; L. — luteolina; Q. — quercitina; K. — kaempferol)

Din figura 3.4 se poate observa ca a existat o diferenta semnificativa intre cele 13 sortimente
de miere analizate. Mierea de menta s-a caracterizat prin concentratii mari de acid galic. Mierea de
mana a fost bogatda in acid rozmarinic, miricetind, luteolina, acid protocatecuic si acid vanilic.
Mierea de pasune si mierea de castan s-au caracterizat prin acid cafeic, quercitina, kaemferol, acizi
clorogenic, hidroxibenzoic si cumaric. Mierea poliflord s-a caracterizat prin acid vanilic si
quercitind. In cadranul opus se observa ci mierea de rapita, salcam, trifoi, zmeura, hrisca, papadie,
floarea-soarelui au avut concentratii mult mai mici pentru toti compusii fenolici analizati.

Culoarea mierii este unul dintre cei mai importanti indicatori, influenteaza preferintele si
alegerile consumatorilor. Mierea de culoare deschisa este preferatd In defavoarea mierii de culoare
Inchisd. Culoarea mierii depinde de factori precum originea florala si sursa de nectar. Masurarea
parametrilor de culoare a produselor alimentare a fost folosita ca metoda de evaluare indirectd a
altor atribute de calitate, cum sunt aroma si continutul Tn pigmenti, deoarece este o analiza mai
simpld, mai rapidd si se coreleaza bine cu alte proprietati fizico-chimice (Pathare, P., 2012).
Culoarea mierii depinde de continutul de minerale, compusi fenolici, flavonoizi si conditiile de
depozitare (El-Haskoury, R., 2018). Culoarea mierii este influentata de procesul de cristalizare.
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Odata cu instalarea procesului de cristalizare, culoarea mierii se deschide din cauza aparitiei in
masa de miere a cristalelor albe de glucoza. Datele experimentale pentru luminozitatea (L*)
probelor au variat intre o valoare minima de 17,59 + 0,29 pentru proba de miere de rapita Rio si
valoarea maxima de 52,89 + 0,4 pentru proba de miere de trifoi Tr; . Proba cu valoarea maxima a
parametrului a*: 9,29 + 0,18 a fost o proba de miere de mana Ma,, iar proba cu valoarea minima
pentru a*: -3,74 + 0,1 a fost o proba de miere de trifoi Tr;. Pe baza acestor rezultate, mierea de
mana analizatda are nuanta cea mai rosiatica. Mierea de trifoi are culoarea verde cea mai
pronuntata, datorita valorilor negative a parametrului a*. Intervalul de variatie determinat pentru
parametrul b* a fost 3,45 £ 0,31 (proba de miere de menta Mes) + 18,61 £ 0,1 (miere de rapita,
proba Ri4). Proba de miere de rapitd R4 avand cea mai mare valoare a parametrului b*, aceasta
proba este cea mai galbena, datorita valorii maxime a parametrului b*. Valorile minime si maxime
pentru intensitatea culorii probelor (C*) sunt corespondente acelorasi probe ca si in cazul
parametrului b*, adica 4,91 pentru proba de miere de menta Mes si, respectiv, 18,74 pentru proba
de miere de rapita Ri4. Unghiul de nuanta (h*) a variat in intervalul -1,56 + 1,55, valoarea minima
fiind determinata in cazul probelor de miere de tei T3 si T1o, iar valoarea maxima in cazul probelor
de miere de hrisca Hs si Hs. Datele experimentale pentru indicele de galben (YI*) al probelor au
variat intre o valoare minima de 24,03 pentru proba de miere de trifoi Tr; si valoarea maxima de
78,93 pentru proba de miere de rapita Ri4.

Mineralele sunt importante deoarece concentratia lor in miere depinde de substantele
nutritive si substantele din sol care pot ajunge in miere prin nectarul din plante recoltat de albine (
Alves, A., 2013, Algarni, A.S., 2014). In acelasi timp, compozitia mineralelor din miere depinde de
conditiile climatice si originea geograficd. Continutul mineral al mierii reprezinta un parametru
important in autentificarea si clasificarea mierii dupa originea botanica a nectarului (Camina, M.,
2012). Concentratia totala de minerale a variat Intre o valoare minima de 356,56 mg/kg si valoarea
maxima de 3307,11 mg/kg. In figura 3.5 se observa diferentele dintre continutul total de minerale
analizate pentru cele 13 sortimente de miere.
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Fig. 3.5. Analiza descriptivd a concentratiei elementelor minerale totale pentru fiecare sortiment de
miere analizat

Concentratiile medii de macroelemente si microelemente sunt prezentate in figura 3.6.
Potasiul este elementul mineral dominant. Fierul este microelementul cu concentratia cea mai
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variatd, cu o valoare medie de 21,44 mg/kg.
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Fig. 3.6. Analiza descriptiva a concentratiei elementelor minerale (a- macroelemente, b- microelemente)

Analiza parametrilor de textura a mierii este importantd, deoarece acestia se modifica din
cauza cristalizarii. Mierea devine inacceptabild pentru consumatori din cauza cristalelor de
glucoza care maresc vascozitatea. Intervalul de variatie pentru vascozitate a fost 0,42 + 0,06 N +
1,34+ 0,06 N.

Determinarea reziduurilor de antibiotice si pesticide este importanta deoarece proprietatile
nutritive ale mierii sunt diminuate daca sunt contaminate cu astfel de reziduuri, din cauza
toxicitdtii pe care o au si modificdrilor pe care le pot cauza sistemului endocrin, de reproducere si
nervos (Agbohessi, P.T.,2015, Brander, S.M., 2016, Watermann, B.T., 2016, Febvey, O., 2016,
Sturza, J., 2016, Darko, G., 2017, Jing, X., 2021). Prezenta antibioticelor in miere este o problema
globald, deoarece pot produce reziduuri si prezinta riscuri pentru sanatatea umand. Folosirea
antibioticelor in apiculturd este nepermisa (CRL Guidance, 2007). Concentratiile de reziduuri de
pesticide, respectiv antibiotice au variat intre cantitati nedetectabile si 5,72 ng/g, respectiv 5,53
ng/g. Acetamipridul si imidaclopridul fac parte din clasa neonicotinoidelor si au fost detectati in
cele mai multe probe de miere pozitive (figura 3.7).

17



5,15

2.6

Concentratie reziduu (ng/g)

572
417

0,71
0,28

2o |

Bl

[ Clorpirifos-metil
Cumafos

[ |Endosulfan

| |Clordan

[ |Endrin

] Aidrin

[ ]Lindan

[ ] Acetamiprid

[ ]Imidacloprid

1,54

q/'bbt
@GNS

> o A
QQ{b@(b ((\/Q\’Q\’Q\’((\/

LD P P C;\ SV eP PP ~2\§e®e‘? ,bQ,g),‘;b )L P

Fig. 3.7. Analiza descriptiva a reziduurilor de pesticide din probele experimentale

Reziduuri de antibiotice s-au detectat in 27 din probele de miere analizate (figura 3.8).
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Fig. 3.8. Analiza descriptiva a reziduurilor de antibiotice din probele experimentale (CAP-

cloramfenicol; AHD- nitrofurantoin; SEM- nitrofurazon; AMOZ- furaltadona; AOZ- furazolidona; IPZ
OH- hidroxi- ipronidazol; IPZ- ipronidazol, MNZ- metronidazol; RNZ- ronidazol; DMZ- dimetridazol).

Desi mierea este un produs superior din punct de vedere nutritional, cu continut mare de

- drojdii si mucegaiuri: max. 20 cfu/g + 0.00;

- Clostridium— absent;

- Bacillus cereus— absent;

- Salmonella— absent;

- bacterii coliforme— absent.
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zaharuri care inhiba dezvoltarea anumitor microorganisme, ea poate fi contaminata in procesele de
prelucrare si manipulare, ceea ce o face sa fie nesigura pentru consum. I
efectuate, s-a constatat ca toate cele 157 de probe de miere au fost sigure pentru consum, nefiind
contaminate cu niciunul din microorganismele patogene. Astfel, pentru fiecare proba, rezultatul
evaludrii microbiologice a fost:

In wurma analizelor



Cercetarea are meritul de a fi scos in evidenta aspecte mai putin studiate privind influenta
continutului de elemente minerale, antibiotice si pesticide asupra culorii si texturii unor probe de
miere.

Astfel, In privinta continutului de minerale, din analiza statistica s-au evidentiat corelatii
intre continutul de mangan si prezenta reziduurilor de imidacloprid (0,999) pentru mierea de
floarea soarelui si de rapita, intre fier, zinc, cadmiu si imidacloprid (pentru mierea de rapita), intre
mangan si acidul clorogenic (mierea de mana si de zmeurd), intre magneziu, nichel si acidul
hidroxi-benzoic, Intre mangan si kaemferol (-0,847), (pentru mierea poliflord). De asemenea, s-au
gasit corelatii intre mangan si acidul galic (-0,967), intre potasiu si acidul galic (0,993), intre
mangan si parametrii de textura (mierea de pasune), Intre continutul de cadmiu si valorile
coezivitatii (mierea de floarea-soarelui), mangan si acidul protocatecuic (mierea de castan si
poliflora), intre mangan si trehaloza (mierea de trifoi), intre natriu si cupru si acidul vanilic si
parametrul de culoare b*, intre concentratiile de mangan si raportul glucoza/fructoza, intre cadmiu
si rapoartele glucozad/fructoza si glucoza/apa (mierea de hrisca), intre valorile concentratiilor de
fier si coezivitate, adezivitate, intre mangan si adezivitate (mierea de trifo1)

In privinta continutului de reziduuri de antibiotice, din analiza statistici s-au evidentiat
corelatii pentru toate sortimentele de miere analizate, intre prezenta reziduurilor de ipronidazol,
furaltadona si parametrul de culoare b*, intre furaltadona si luminozitatea probelor de miere. De
asemenea, s-au gasit corelatii atat pozitive cat si negative, intre furazolidona si parametrul de
culoare a*.

In privinta continutului de reziduuri de pesticide, din analiza statistici s-au evidentiat
corelatii semnificative acetamiprid si parametrul de culoare a*, intre prezenta reziduurilor de
imidacloprid si parametrii de texturd precum coezivitatea (-0,943), adezivitatea (-0,986),
masticabilitatea (-0,877), vascozitatea (0,889) si gumozitatea (0,990).

S-au evidentiat corelatii negative intre continutul de glucoza si trehaloza, fapt care sustine
ipoteza ca trehaloza ar putea influenta pozitiv procesul de cristalizare al mierii. Continutul de
mangan ar putea influenta parametrii de culoare si prezenta reziduurilor de neonicotinoide in miere
ar putea fi un factor care influenteazd parametrii de culoare. In cazul acestei cercetdri, probele de
miere cu concentratii mai mari de Mn au prezentat reziduuri de neonicotinoide si valori ale
luminozitdtii mai mari.

Influenta efectelor tratamentului cu ultrasunete asupra parametrilor de calitate si a
compozitiei probelor de miere a fost descrisa in capitolul 4 al cercetarii doctorale.

Tratamentul cu ultrasunete a fost aplicat probelor de miere, folosind o baie cu ultrasunete
BRANSON 3510, Danbury, CT, SUA (figura 2.3), prevazuta cu termostat pentru controlul
temperaturii. Temperatura probelor a fost de 20 °C, timpul de tratament a fost de 1 h si frecventa a
fost de 42 kHz. Probele tratate au fost depozitate la 18-20°C, la intuneric si au fost analizate si
comparate cu probele martor, din punct de vedere fizico-chimic si microbiologic, dupa aplicarea
tratamentului la trei luni, cinci luni, sapte si noua luni.

Prevenirea cristalizarii sau decristalizarea mierii se realizeaza, in general, prin prelucrare
termica. Tratamentul termic poate creste nivelul hidroximetilfurfural, chiar si peste limita stabilita
de legislatia Tn vigoare (Braghini, F., 2014). Datorita tratamentelor termice, apar modificdri ale

19



activitatii enzimatice (scadere) si creste continutul de polifenoli. Se pot produce de asemenea
modificdri de culoare, respectiv, Inchiderea la culoare a mierii tratate. O alta metoda utilizata in
scopul lichefierii mierii si pentru prevenirea instaldrii cristalizarii este tratarea mierii cu ultrasunete
(Majid, L., 2015).

In industria alimentard, tratamentul cu ultrasunete poate avea, printre altele, efectul de a
Tmbunatati tendinta de cristalizare si de a schimba textura produsului. Acest tratament are actiune
asupra drojdiilor, pe care le distruge, inhiba instalarea cristalizarii in miere si 1i Imbunatateste
aspectul (Joseph, A.K., 2017).

Pentru evidentierea efectelor aplicarii tratamentului cu ultrasunete s-au investigat parametrii
fizico-chimici si microbiologici pentru sapte sortimente de miere (salcam, zmeura, tei, poliflora,
rapitd, pasune si manad). Figurile 4.1, 4.2 si 4.3 prezinta parametrii de calitate (aciditate, activitate
diastazica, HMF), din sortimentele de miere analizate pe parcursul a noua luni si modificarile care
apar In timpul studiului pentru probele tratate cu ultrasunete, comparativ cu proba martor
(netratatd).

Variatia continutului de apa pentru probele netratate a fost cuprinsa intre 0,5 si 1,23%,
cea mai micad variatie fiind pentru mierea de salcam, tei si poliflora, iar cea mai mare pentru
mierea de mand. In cazul probelor tratate, continutul de apa a fost constant pentru mierea de
pasune si a variat cu 1,85% Tn mierea de zmeura si cu 0,5% in mierea de tei. Pentru proba martor
de miere de salcam, raportul G/A a fost de 1,54. Aceasta valoare a fost valoarea minima, iar
valoarea maxima a acestui parametru a fost determinata pentru mierea de rapita, de 2,84.

Valorile activitatii apei au variat in intervalul 0,52 + 0,62, valoarea minima fiind determinata
pentru mierea de tei, iar valoarea maxima pentru mierea de rapita. Activitatea apei nu a fost
influentata de tratamentul cu ultrasunete.

Supunerea probelor de miere la tratamentul cu ultrasunete nu influenteaza continutul de
zahdr al mierii. Cel mai scdzut continut de glucoza s-a gdsit in mierea de salcam - 27,34 g/100g
miere, iar cel mai ridicat Tn mierea de rapita - 46,30 g/100g miere, ceea ce indica faptul ca mierea
de salcAm va cristaliza lent, iar mierea de rapit va cristaliza rapid. In mierea de salcam, cel mai
mare continut de fructoza este de 43,64 g/100g, iar in mierea de rapita, cel mai scazut continut de
fructoza este 23,60 g/100g. Cel mai ridicat nivel al concentratiei de zaharoza a fost determinat in
proba de miere de zmeura tratata cu ultrasunete, cu valoarea de 2,10 g/100g si cel mai scazut nivel
de zaharoza in miere de mana cu 0,87 g/100g. Raportul G/F a fost mai mic de 1,0 pentru probele de
miere de salcam, zmeura si pasune. Aceste probe au o tendinta mai mica de cristalizare. Cea mai
mica valoare de 0,62 a fost pentru mierea de salcam. Probele de tei, poliflora, rapita si de mana au
valoarea raportului G/F > 1,0 ceea ce inseamna ca vor cristaliza mai repede. Mierea de rapitd are
cea mai mare valoare a acestui parametru, indicand o cristalizare rapida si totala.

Tratamentul cu ultrasunete aplicat celor sapte sortimente de miere a influentat aciditatea
probelor (figura 4.1). In cazul probelor martor, valorile acestui parametru au crescut din prima luna
a studiului pana la ultima luna a studiului, iar valorile aciditatii probelor tratate cu ultrasunete au
scazut In timpul studiului. Aciditatea probelor martor a avut cea mai mare variatie pentru mierea
tei, crescand cu 13%, cea mai mica variatie de 4% a fost determinatd pentru mierea de rapita, In
timp ce pentru probele tratate aciditatea a scazut. Cea mai semnificativa scadere fiind de 12% in
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cazul mierii de rapita, aciditatea mierii de pasune a ramas constanta, iar pentru celelalte sortimente
de miere analizate, aciditatea a scazut cu 1-2 procente. Aplicarea acestui tratament cu ultrasunete
prezinta avantaj in inhibarea cresterii microbiene.
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Fig. 4.1. Variatia aciditatii probelor martor si a celor tratate cu ultrasunete pe parcursul cercetarii (M-
proba martor; US- proba tratata cu ultrasunete; 1; 3; 5; 7; 9 — lunile 1, a 3-a, a 5-a, a 7-a, a 9-a)

Rezultatele experimentale pentru activitatea diastazica au variat Tn intervalul 16,0 °Go6the +
29,9 °Gothe valoarea minima fiind determinata in cazul mierii de mana, iar valoarea maxima In
cazul mierii de zmeura (figura 4.2). Probele martor din cele sapte tipuri de miere analizate au avut
variatii (scadere) nesemnificative in activitatea diastatica, iar pentru mierea de pasune acest
parametru a rdmas constant - 29,7 © G6the pe parcursul celor 9 luni.
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cercetarii (M- proba martor; US- proba tratata cu ultrasunete; 1; 3; 5; 7; 9 —lunile 1, a 3-a,a 5-a,a 7-a,a 9

- a)

In cazul probelor tratate cu ultrasunete, variatia acestui parametru a fost mai semnificativa
decat in cele netratate (martor). Aplicarea unui tratament cu ultrasunete la o frecventd de 42 kHz

are acelasi efect pentru toate tipurile de miere analizate, actioneaza asupra diastazei, reducand
valoarea activitatii sale n timp.

Continutul de HMF al probelor tratate cu ultrasunete a crescut imediat dupa aplicarea
tratamentului si pe parcursul celor 9 luni (figura 4.3). Cresterea continutului de HMF al probelor
martor a fost mult mai mica comparativ cu a celor tratate. Pentru probele martor, cea mai mica
variatie a concentratiei de HMF a fost de 5% pentru mierea de zmeura, iar cea mai semnificativa
variatie a fost de 30% pentru mierea de mana. In cazul probelor tratate, cea mai mare variatie a
acestui parametru a fost pentru mierea de tei cu un procent de 127, iar cea mai mica variatie de
26% a fost pentru mierea de rapita.
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parcursul cercetarii (M- proba martor; US- proba tratata cu ultrasunete; 1; 3; 5; 7; 9 — lunile 1, a 3-a, a 5-a,
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Parametrii microbiologici au fost imbunatatiti prin tratamentul cu ultrasunete aplicat.
Valorile obtinute pentru parametrii microbiologici determinati pentru probele martor si probele
tratate cu ultrasunete au fost in limite acceptabile, In conformitate cu standardele in vigoare. Nici o
proba de miere analizata nu prezinta risc, iar microflora patogena nu a fost detectabila. Bacillus
cereus si bacteriile coliforme au fost nedetectabile din orice proba de miere analizata.

In probele de miere de salcdm, miere de mana si miere de pasune, tratate cu ultrasunete,
drojdiile si mucegaiurile nu au fost detectabile.

Drojdiile au fost nedetectabile pentru probele tratate cu ultrasunete de salcam, tei, poliflora,
rapitd, miere de pasune, iar pentru mierea de zmeura a fost <10-10 cfu/g, dar au au fost prezente in
probele martor, Tn limite admisibile, valorile variind astfel, <10-10 cfu/g pentru mierea de salcam
la 40 cfu/g pentru miere poliflora si de rapitd. La mierea de salcam, atat in proba martor, cat si in
cea tratatd nu s-au detectat mucegaiuri. De asemenea, probele de miere de mana si pasune tratate
nu au prezentat mucegaiuri. In celelalte probe martor valorile pentru mucegaiuri au fost cuprinse in
intervalul <10 + 40 cfu/g, iar in probele tratate cu ultrasunete, valoarea maxima pentru acest
parametru a fost 10 cfu/g pentru mierea de tei si poliflora.

Reducerea si inactivarea microorganismelor din probele de miere analizate sunt rezultatul
proceselor fizico-chimice care au loc in timpul tratamentului cu ultrasunete.

Analiza statistica a aratat corelatii puternice ale rapoartelor G/F si G/A cu unii parametrii de
textura si culoare care caracterizeaza procesul de cristalizare.

23



24



Aceasta cercetare evidentiaza efectul aplicarii tratamentului cu ultrasunete pe diferite tipuri
de miere pentru parametrii fizico-chimici, culoare (figura 4.4), parametrii de textura, parametrii
microbiologici si aparitia cristalelor Tn timp. Analizele efectuate au facut posibil acest lucru pentru
a evidentia importanta si utilitatea tratamentului pentru a preveni cresterea microbiana in cazul
tuturor tipurilor de miere analizate. Mai mult, s-a analizat efectul tratamentului cu ultrasunete
asupra parametrilor de calitate si efectul a fost diferit de la un sortiment de miere la altul. Influenta
pozitiva a aplicdrii ultrasunetelor asupra texturii mierii, prin mentinerea acesteia pentru o perioada
mai lungd de timp (noud luni) a fost evidentiata prin curbe de textura (figura 4.5) si imaginile
microscopice (figura 4.6). Tratamentul aplicat nu a crescut concentratia de HMF peste limita
maxima de 40 mg/kg, stabilitd de legislatia europeand. De asemenea, ultrasunetele au cauzat
diminuarea considerabilad a activitdtii enzimelor din miere.

In cazul mierii de salcAm, luminozitatea a variat cel mai putin, cu 0,3% pentru proba martor
si cu 0,2% pentru proba tratatd. Luminozitatea celorlalte tipuri de miere a variat mai mult, in
mierea de rapita s-a determinat cea mai mare variatie in proba martor, cu o variatie de 22%, iar in
proba tratata doar cu 13%. Cea mai mica luminozitate a fost determinata in mierea de mana
(16,17), in proba martor si cea mai mare in miere de salcam (46,26). Componenta verde (valori
negative pentru a*) s-au determinat in toate probele de miere de salcam, miere de tei si rapitd. Cea
mai mare valoare a componentei verzi a fost in mierea de rapita (-5,24) in proba martor in luna a 9-
a a cercetarii. Parametrul rosu (valorile pozitive pentru a*) a fost gasit in mierea de zmeura, mierea
poliflora, mand si pasune. Cea mai mare valoare a parametrului rosu a fost determinat pentru proba
martor a mierii de mana in luna a 9-a (8,17) si cea mai mica valoare pentru proba martor a mierii de
pasune (1,32), in luna a 9-a.

Toate probele s-au deschis la culoare din cauza cristalizarii glucozei, care se reflecta in
valoarea a * sib *, In scaderea luminozitatii si a indicelui de galben.

Rezultatele au ardtat ca, pe masura ce faza cristalind a crescut datorita cristalizarii glucozei in
probele martor, s-a format o structura solida in care cristalele au creat o matrice caracterizata printr
-0 coezivitate care a crescut in timp, schimband textura probelor de miere. Odatd cu instalarea
procesului de cristalizare, vascositatea, masticabilitatea si coezivitatea au crescut datoritd cresterii
numadrului de cristale si a marimii acestora. Adezivitatea si elasticitatea au scazut in toate probele,
iar gumozitatea a variat diferit in functie de originea botanica a mierii. Tratamentul cu ultrasunete
de intensitate mica si medie, reprezintd o modalitate de schimbare a cursului cristalizarii glucozei
si a formarii mierii cristalizate.
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Din imaginile prezentate, se observa in toate probele, atat tratate cat si netratate, in prima
lund, numarul redus de cristale, fine, uniforme, de dimensiuni reduse. Imaginile microscopice din
ultima luna arata diferente semnificative atat Intre tipurile de miere analizate cat si intre probele
martor si cele tratate ale aceluiasi sortiment de miere.

Aplicarea tratamentului cu ultrasunete reprezinta o alternativd pentru metodele
conventionale de prevenire a cristalizarii mierii prin incalzire, insa prezinta dificultati n aplicare.
Aceastd metoda este dificil de aplicat deoarece presupune manopera multd, aparaturd, consum de
energie si personal specializat la fiecare producator de miere. Toate acestea reprezintd, totodata,
costuri suplimentare care ar contribui la cresterea pretului final al produsului.
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Influenta efectelor tratamentului cu trehaloza asupra parametrilor de textura si a compozitiei
probelor de miere a fost descrisa in capitolul 5 al cercetdrii doctorale. In fiecare proba tratata, s-au
addugat 1,2-1,7 mililitri (ml), de solutie de trehaloza 2%, cu o usoara si scurta amestecare, astfel
incat continutul de apa sa nu depaseascd 20% In orice proba de miere. Probele tratate au fost
depozitate la 14-16°C, la Intuneric si au fost analizate si comparate cu probele martor, din punct de
vedere fizico-chimic si microbiologic, la o lund dupa tratare, la trei luni, sase luni, noua si
douasprezece luni.

Gradul de cristalizare, aroma si culoarea reprezinta criterii de acceptabilitate pentru miere (
Patrignani, M., 2017). Dupa cristalizare, culoarea mierii se schimba, produsul devine opac, cu
aspect ceros (Nurul Zaizuliana, R. A., 2017) difera puternic de proba initiala de miere a carei
culoare este data de nectarul floral din care provine (Patrignani, M., 2017). Glucoza, avand o
solubilitate mai mica decat fructoza, se separa mai repede de cristalele albe. Schimbarea puternica
a culorii nu mai permite identificarea unui anumit sortiment de miere conform culorii sale
originale, data de sursa de nectar.

Cristalizarea mierii favorizeaza schimbarile de culoare, parametrii texturali si reologici,
separarea fazelor, afectand acceptarea consumatorului si creand dificultati in pastrarea si
manipularea mierii de cdtre producdtori, motiv pentru care exista Ingrijorari cu privire la
prevenirea acestui proces.

Metodele cunoscute si utilizate pand in prezent pentru a preveni cristalizarea mierii, precum
tratamentul termic, ultrasunetele sau microundele, studiate pe larg si cu rezultate publicate in
numeroase lucrari, au introdus energie externa in miere, dezechilibrand energetic produsul natural,
determinand formarea de compusi toxici precum HMF sau reducand activitatea enzimelor din
miere. Toate aceste proceduri sunt costisitoare, necesita cunostinte specifice in utilizarea surselor
cu ultrasunete sau microunde, multd munca, iar rezultatele sunt pdstrate pentru scurt timp in
majoritatea cazurilor, mierea eliberand energia primita si cristalizand din nou.

Utilizarea trehalozei, In cantitati mici de 0,07-0,08 mmol de trehaloza/100 g miere, a
Impiedicat cristalizarea mierii, fara a afecta compozitia chimica a acesteia sau proprietdtile sale de
culoare sau texturd. Valorile parametrilor influentati de procesul de cristalizare, cum ar fi culoarea,
textura, comportamentul de variatie a temperaturii, au aratat diferente semnificative intre cele doua
loturi de probe, cu si fara adaos de trehaloza.

In probele martor de miere de rapitd, poliflord si floarea-soarelui, a existat o schimbare
semnificativa a parametrilor de culoare chiar si din prima luna de monitorizare datorita
cristalizarii. In cazul esantioanelor martor, indicele de galben scade puternic In mierea poliflord cu
aproximativ 43% si mierea de floarea soarelui cu 48%, in celelalte sortimente variatia fiind mult
mai mica. La probele cu trehaloza addugata, variatia indicelui de galben este mai mica de 0,1%.
Scaderea luminozitatii (figura 5.1), este mai pronuntata n timpul depozitdrii in probele martor,
unde raportul G/F este mai mare (si cristalizarea mai rapidd), decat in cazul probelor de miere cu
adaos de trehaloza.
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Fig. 5.1. Variatia parametrilor de culoare din probele experimentale

Activitatea apei (ay) a ramas relativ constanta atat in probele martor cat si in cele cu adaos de
trehaloza, fapt care demonstreaza stabilitatea probelor. Aciditatea probelor martor a crescut pe
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parcursul celor 12 luni de cercetare, iar aciditatea probelor cu adaos de trehaloza a ramas constanta
n toate sortimentele de miere. Concentratia de HMF a crescut, atat in probele martor cat si in cele
cu adaos de trehaloza. Probele tratate cu trehaloza s-au diferentiat de cele martor prin variatia
scazuta a continutul de HMF.

Activitatea diastazei si continutul de polifenoli a variat prin scaderea valorilor in cazul
probelor martor. In probele tratate cu trehalozi, activitatea diastazicd a fost Imbunatatitd sau a
ramas constanta, iar continutul total de polifenoli a ramas relativ constant

Cristalizarea glucozei din solutia de miere suprasaturata determina modificarea parametrilor
de culoare datorita capacitatii de reflexie a cristalelor de glucoza formate (figura 5.2).

Tipul de
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Fig. 5.2. Variatia cristalelor din probele experimentale pe parcursul celor 12 luni (PTT- proba tratata cu
trehaloza)

De asemenea, datorita cristalizarii glucozei din solutia suprasaturatd din miere, s-au
constatat modificari ale coezivitatii, gumozitatii i adezivitdtii (figura 5.3). Cea mai mare crestere a
vascozitatii a fost inregistrata de probele martor de miere de rapitd, urmata de mierea de papadie si
cea mai micd din martorul mierii de salcam.
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Fig. 5.3. Analiza texturii celor treisprezece tipuri de miere

Adaosul de trehaloza a imbunatdtii sau a mentinut activitatea diastazica a probelor de miere.

Peak-urile inregistrate pe termogramele obtinute prin analiza calorimetrica evidentiaza
procese endotermice (topirea cristalelor) sau exoterme (cristalizarea mierii). In cazul probelor de
miere, fard adaos de trehaloza, s-au evidentiat peak-uri la formarea fazei sticloase si topirea
cristalelor printr-un proces endotermic,
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Analiza statistica a aratat ca exista corelatii puternice (cu un nivel de semnificatie alfa= 0,05
si 0,01) Intre continutul trehalozei si raportul G/F dar si cu unii parametri de texturd si culoare care
caracterizeaza procesul de cristalizare.

Aceasta cercetare a demonstrat rolul trehalozei in protejarea structurii mierii impotriva
eliminarii apei din solutia de glucoza suprasaturata care apare in timpul cristalizarii.

Adaosul de trehaloza reprezinta metoda inovativa de prevenire a cristalizdrii mierii, o
alternativa pentru metodele conventionale cunoscute si utilizate pand in prezent, care produc
modificari semnificative in compozitia mierii. Aceastd metoda inovativa este usor de aplicat chiar
pentru cantitati industriale de miere, nu necesita aparatura si personal de specialitate.

Capitolul 6 al tezei cuprinde concluziile generale si contributiile originale la stadiul
cunoasterii Tn domeniu realizate prin cercetarea doctorala efectuatd. Datorita problemelor cu care
se confrunta atat apicultorii (dificultdti in prelucrarea si manipularea mierii, dificultati in aplicarea
tratamentelor de prevenire a cristalizarii deja cunoscute, alterarea calitdtii mierii din cauza
tratamentelor termice conventionale), cat si consumatorii (tendinta de a considera mierea
cristalizata ca fiind falsificatd sau alterata, tendinta de a refuza consumul de miere cristalizata din
cauza cristalelor care ajung Tn bolta palatina, imposibilitatea recunoasterii sortimentelor de miere
dupa culoare), este imperios necesara identificarea unei alternative pentru prevenirea procesului de
cristalizare a mierii.

In urma elaborarii stadiului actual, a parcurgerii documentatiei si cercetarilor realizate la zi,
pe plan mondial, s-au identificat o serie de tratamente care pot fi aplicate in scopul prevenirii
instaldrii procesului de cristalizare in miere, dar care prezinta totodata si o serie de dezavantaje.

Capacitatea mierii de a cristaliza depinde de multi factori, atdt compozitionali (zaharuri, cat
sicontinutul de apa, prezenta unor microcristale) cat si de mediu (temperatura de pastrare si
istoricul tratamentelor termice). De asemenea, sursa de nectar colectat de albine si metodele de
prelucrare si manipulare a mierii reprezinta factori importanti, care influenteaza viteza de
cristalizare a acesteia. Aparitia cristalizarii In miere este un proces nedorit, deoarece pentru
consumatori acest proces este un motiv pentru a refuza consumul produsului.

Deoarece mierea este mult mai apreciata In starea sa necristalizata de consumatori, cele mai
comune metode de prevenire a cristalizdrii utilizate pe scara larga de catre producatori sunt:
tratamentul termic la temperaturi ridicate (incalzire pe baie de apd, incdlzire cu radiatii infrarosii,
incdlzire cu microunde, pasteurizare), sau foarte scazute, ultrasonare, cuptor cu microunde,
filtrare, ultrafiltrare si adaugarea de inhibitori de cristalizare.

S-a constatat ca parametrii fizico-chimici si microbiologici ai probelor experimentale sunt
influentati de sursa botanica si se incadreaza in standardele cerute de legislatia actuala.

Coeficientul de corelatie Pearson a pus in evidenta interdependentele dintre parametrii de
calitate ai celor 157 de probe de miere si s-au obtinut corelatii atat pozitive cat si negative intre
parametrii de culoare si unii parametri de textura, unii compusi fenolici, dar si Intre unele elemente
minerale si prezenta sau absenta reziduurilor de pesticide sau antibiotice.

In afard de continutul de zaharuri dominante, respectiv rapoartele care indicd tendinta de
cristalizare (G/F si G/A), s-a evidentiat trehaloza cu concentratiile cele mai mari In mierea de
salcam (sortiment de miere care cristalizeaza lent) si cu cele mai mici concentratii in mierea de
rapitd (sortiment de miere care cristalizeaza rapid). S-au gasit corelatii negative intre continutul de
trehaloza si continutul de glucoza, respectiv raportul G/F si corelatii pozitive intre continutul de
trehaloza si fructozd. De asemenea s-au evidentiat corelatii intre parametrii de culoare si unele
elemente minerale, intre mangan si reziduurile de neonicotinoide.
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Efectul aplicarii tratamentului cu ultrasunete a fost evaluat prin studierea in timp a tendintei de
cristalizare, a proprietatilor reologice ale mierii si a proprietdtilor chimice si microbiologice.
Parametrii analizati pentru cele doud grupuri de probe (tratate si netratate cu ultrasunete), care nu
au variat sau au avut mici variatii in timpul cercetarii au fost continutul de apd, aciditatea,
activitatea apei, glucoza, fructoza, zaharoza, raportul glucoza/apa si glucoza/ fructoza.

Procesul de cristalizare s-a instalat In probele martor din prima luna a studiului si mult mai
tarziu in probele tratate.

Culoarea probelor netratate a variat considerabil, iar culoarea celor tratate a ramas stabila sau
a variat usor.

Pentru probele martor, cea mai mica variatie a concentratiei de hidroximetilfurfural (HMF) a
fost Tn mierea de zmeura (5%), iar cea mai semnificativa variatie a fost in mierea de mana (30%).
Pentru probele tratate, cea mai mare variatie a acestui parametru a fost gasita la mierea de tei
(127%), iar cea mai mica variatie a fost la mierea de rapita (26%).

Calitatea microbiologicd a fost mai ridicati pentru probele tratate. In probele tratate cu
ultrasunete de miere de salcam, miere de mana si miere de pasune, drojdiile si mucegaiurile au fost
nedetectabile. Drojdiile si mucegaiurile au fost nedetectabile sau au avut o valoare cuprinsa intre
<10 si 10 cfu/g pentru celelalte tipuri de miere. Valorile pentru drojdii si mucegaiuri au variat in
probele martor Tntre <10 si 40 cfu/g, mai mari decat cele ale probelor tratate.

Aplicarea tratamentului cu ultrasunete poate reprezenta o modalitate de prevenire a
cristalizarii mierii, avand Tn vedere ca imbundtdteste proprietatile de textura ale mierii, Tnsa acest
procedeu necesita aparatura si personal specializat, implicit costuri. Este dificila tratarea unor
cantitati mari de miere. Un dezavantaj al acestui procedeu il reprezinta modificarea unor
proprietati chimice si biochimice, respectiv cresterea continutului de hidroximetilfurfural si
scaderea activitatii enzimatice.

Tendinta de cristalizare a mierii este corelata cu rapoartele glucozad/fructoza si glucoza/apa
(G/A). Modificarea raportului glucozd/fructoza prin interventia asupra compozitiei chimice ar
Insemna indepartarea produsului de originea lui, odata cu modificarea tuturor proprietatilor fizico-
chimice, microbiologice si senzoriale. Cercetarea a fost orientatd catre raportul glucozd/apa care
poate fi influentat prin schimbarea dinamicii moleculelor de apa, astfel determinand impiedicarea
cristalizdrii glucozei in solutie suprasaturata. Din analiza zaharurilor, In afara de glucoza, fructoza
si zaharoza, s-au obtinut rezultate importante in privinta continutului de trehaloza si melezitoza.
Concentratiile cele mai mari de trehaloza au fost determinate pentru probele de salcam, sortiment
de miere care cristalizeaza lent si cele mai mici in mierea de rapita care cristalizeaza rapid.

Prevenirea cristalizarii mierii prin utilizarea trehalozei, o dizaharida gasita in toate tipurile de
miere In proportii diferite, poate reprezenta o metoda eficientd si usor de aplicat chiar pe scara
larga, pentru cantitati industriale de miere.

Toti parametrii fizico-chimici ai probelor de miere cu adaos de trehaloza au ramas constanti
in timpul depozitarii, In timp ce In cazul probelor martor unii parametri au avut variatii mici
(aciditate, HMF, activitate diastazica).

Probele cu adaos de trehaloza si-au mentinut culoarea si si-au pastrat starea initiala de lichid,
n timp ce probele martor au Inceput sa cristalizeze din prima luna.

Analizele de textura efectuate pe cele doua loturi de probe au aratat ca probele cu trehaloza
mentin toate valorile parametrilor de pe curba de analiza a profilului texturii (TPA), In timp ce
probele martor, fara adaos de trehaloza au suferit modificari, datorita cristalizarii glucozei. Analiza
de textura a demonstrat ca probele cu adaos de trehaloza isi mentin toate proprietatile constante in
timp ce probele fara adaos au variatii mari ale vascozitatii, adezivitatii, coezivitatii, gumozitatii, pe
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parcursul perioadei de depozitare, Tn absenta luminii, si la temperatura constanta.

Analiza calorimetricd cu scanare diferentiala (DSC) a relevat absenta procesului de
cristalizare in probele de miere cu adaos de trehaloza pe un interval larg de temperatura, care
cuprinde inclusiv temperaturile normale de depozitare. Astfel, adaugarea de trehaloza a impiedicat
procesul de cristalizare, mierea pastrandu-si starea lichida, textura si culoarea initiala.

Analiza microscopica a cristalelor a demonstrat ca probele fard adaos au inceput sa
cristalizeze din prima luna, iar cele cu adaos de trehaloza si-au pastrat starea lichida.

Impiedicarea cristalizdrii determind pastrarea proprietatilor de texturd ale mierii si mentinerea
comportarii ei In cavitatea bucala, extrem de important atdt pentru consumatorii adulti, cat si
pentru copiii care nu agreeaza prezenta cristalelor pe bolta palatina.

Impiedicarea cristalizirii are ca efect mentinerea culorii initiale a mierii si posibilitatea de
recunoastere a tipului de miere dupa o perioada de depozitare. Aparitia cristalelor determina
deschiderea puternica la culoare a mierii fata de mierea initiald, a carei culoare depinde de sursa
florald a nectarului, fapt care produce imposibilitatea diferentierii sortimentelor de miere. Toate
sortimentele de miere cristalizatd tind sa aiba culoare asemanatoare.

Adaosul de trehaloza chiar in cantitati atat de mici, este benefic pentru sanatatea
consumatorului, lucru dovedit de cercetdrile numeroase asupra efectelor utilizarii trehalozei in
medicina, industria medicamentelor, conservarea unor structuri biologice, productie alimentara,
tehnologii noi de deshidratare, extractie si conservare.

Adaosul de trehaloza este permis de legislatia europeana in vigoare, in conformitate cu
Directiva 2001/110/CE din 20 decembrie 2001 privind mierea- Articolul 6. Mdsurile necesare
pentru punerea in aplicare a prezentei directive referitoare la aspectele mentionate mai jos se
adoptd in conformitate cu procedura prevazutd la articolul 7 alineatul (2): - alinierea prezentei
directive la legislatia comunitard generald privind produsele alimentare; - adaptdri la progresul
tehnic. Utilizarea trehalozei, prezentd in corpul albinelor, carora le asigura energia necesara si care
se gaseste in miere in diferite proportii, in functie de sursa botanica, reprezinta un progres tehnic
recunoscut prin procesul de brevetare.

Rezultatele obtinute au demonstrat ca adaosul de trehaloza previne instalarea procesului de
cristalizare in miere, da posibilitatea recunoasterii sortimentelor de miere dupd culoarea
caracteristicd fiecarui sortiment, nu produce modificari ale compozitiei mierii, nu afecteaza
parametrii de calitate ai mierii si reprezinta o metoda usor de aplicat.

Contributia originala a tezei la studiul actual al cercetdrilor in domeniul cristalizarii
mierii de albine si a metodelor de prevenire a instalarii acesteia este reprezentata de evidentierea
rolului trehalozei in protejarea structurii mierii impotriva elimindrii apei din solutia de glucoza
suprasaturata care apare in timpul cristalizarii si de faptul ca aceasta lucrare este primul studiu
complex care vizeaza cristalizarea mierii romanesti si propunerea unei metode inovative de
prevenire a acestui proces, sustinuta prin Brevetul de inventie A231.21/25, Derwent Primary
Accession Number: 2021-293275.
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