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Cuvant inainte
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Imbunatatirea calitatii produselor alimentare reprezintd o problem& deosebit
de importanta in conditiile unei economii moderne. Comunitatea Europeana impune
prin norme importante realizarea unor produse de calitate superioarda si cu
proprietati senzoriale care sa satisfaca exigentele consumatorilor. Pentru realizarea
acestora este necesar ca specialistii din industria alimentara sa cunoasca toate
parghiile prin care pot actiona in scopul Tmbunatatirii calitatii produselor. Calitatea
unui produs alimentar reprezinta o problema complexa, de care depinde acceptarea
sau respingerea lui de catre consumator.

Deoarece la ora actuala problemele legate de poluarea mierii de albine cu
antibiotice sunt din ce in ce mai frecvente, iar institutiile de control in domeniul
alimentatiei publice nu beneficiaza si nu folosesc modele matematice in activitatea
lor de monitorizare a concentratiilor de antibiotice din miere, in acest context, in
vederea verificarii sigurantei produsului si respectiv a conformitatii alimentului cu
criteriile de siguranta prevazute de legislatia in vigoare, studiile intreprinse in cadrul
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Universitatea ,Politehnica” din Timisoara si domnului Prof.univ.dr.ing. Adrian Rivis
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doctorat.
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Rezumat,

Prin subiectul abordat, teza de doctorat rdaspunde unor
probleme de actualitate legate de calitatea mierii de albine din
perspectiva cerintelor Uniunii Europene privind asigurarea sanatatii
consumatorului.

Cercetarile si studiile efectuate se refera la metodele si
mijloacele de testare a calitatii mierii de albine, care joaca un rol
important atat in ceea ce priveste valorificarea acesteia ca si produs
propriu-zis, dar si ca materie prima in industria alimentara si
farmaceutica. Imbunatatirea calitdtii mierii, presupune cunoasterea
factorilor care o pot polua si metodele de testare pentru identificarea lor
in vederea eliminarii.

Lucrarea evidentiaza o evaluare a principalelor aspecte care au
stat la baza cercetdrilor experimentale si a contributiilor aduse fin
domeniu, precum si apeleaza la o abordare sistemica a problemelor
legate de calitatea mierii de albine, prin elaborarea si utilizarea
modelelor matematice.

Tema este tratata in mod interdisciplinar, imbinand aspecte din
diferite domenii: inginerie chimica, teoria sistemelor, chimie, modelare
matematicd si simulare numerica, matematica (metode de -calcul,
ecuatii de regresie), statistica, informatica (Matlab, Excel), legislatie
privind domeniul apicol, etc.
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INTRODUCERE

In decursul secolelor, hrana omului a devenit tot mai variatd, iar modul de
pregatire si de pastrare a alimentelor tot mai complecsi.

Dezvoltarea stiintelor a condus la o intelegere aprofundata a nutritiei,
cautandu-se legi, principii sau reguli care sa stea la baza unei alimentatii optime
pentru organismul uman. O hrana echilibrata, bogata in factori nutritivi, precum
proteine, lipide, glucide, vitamine, minerale sau saruri, reprezinta un mijloc
important pentru pastrarea sanatatii.

Deoarece, procesele vitale ale organismului se efectueaza cu consum de
energie, ratia alimentara trebuie armonizatd permanent, calitativ si cantitativ, cu
toate nevoile energetice. In functie de varsta, sex sau activitatea zilnica desfasurata
energia consumata de organism difera.

Mierea se numara printre cele mai vechi alimente ale umanitatii, utilizarea
mierii de catre om datéand din timpurile cele mai indepartate. Acest veritabil aliment-
medicament se bucurd si astdzi de apreciere unanima in toate colturile lumii, fiind
un simbol al vietii si sanatatii.

Faptul ca mierea este strans legata de viata omului de mai bine de 10 000
de ani se regaseste in atestarile numeroaselor vestigii arheologice ce dateaza din
mezolitic, sau in multe dintre documentele istorice ale marilor civilizatii antice, de la
cea egipteana si cea sumeriana la civilizatia chineza, greacd sau romana.

Desi, mierea a fost folosita timp de mii de ani ca si aliment, ea si-a dovedit
din plin calitatile terapeutice. Nu exista cultura in care sa nu fi aparut date legate de
binefacerile pe care ea o oferd consumatorilor. Mierea are o putere de indulcire mai
mare decat zaharul, fiind insa mai saraca in calorii.

Zaharurile sunt o componenta fundamentalda pentru energia necesara
organismului, fiind foarte usor asimilate de celule. Toti carbohidratii, fie sub forma
de zaharuri simple, fie sub forma de carbohidrati complecsi, sunt dizolvati si
transformati in glucoza care este apoi folosita de catre organism. Glucoza si fructoza
sunt principalele zaharuri existente in miere care stau la baza importantei sale
actiuni dinamogenice, de sporire a fortei si a energiei. Este de asemenea un bun
stimulent pentru inimd, ceea ce explica de ce este atat de cautatd de cdtre sportivi
si, in general, de persoanele care trebuie sa faca fata la efort. In cantitati mai mici
mai apare si maltoza, zaharoza si alte polizaharide. O miere bogata in glucoza, se
cristalizeaza, iar in cazul in care continutul de fructozd este mai mare aceasta
ramane fluida.

Pentru a beneficia de acesta sursa de energie naturala, ea trebuie integrata
in dieta zilnica, pe post de indulcitor.

Numeroase studii arata ca acest amestec unic de zaharuri ofera o
combinatie de beneficii nutritionale care ajuta la prevenirea oboselii, imbunatateste
performantele sportivilor, previne aparitia cariilor dentare, este indicatda in
alimentatia dieteticda a copiilor, in tratamentul bronsitelor cronice, alergice, in
tratamentul artrozelor reactive, pentru afectiuni cardiace, reumatismale si digestive,
pentru afectiuni ale ficatului sau ale cailor respiratorii, pentru tratarea insomniilor si
a senilitatii. De asemenea, mierea contine multe minerale, vitamine, antioxidanti,
aminoacizi si numeroase enzime. Continutul in vitamina B6, tiamina, riboflavina si
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8 Introducere

acid pantotenic, impreuna cu minerale esentiale ca fierul, calciul, cuprul, magneziul,
manganul, fosforul, potasiul, sodiul si zincul fac din miere un aliment-minune.
Pinocembrina este un antioxidant care se gaseste doar in miere.

Mierea era folositd inca pe vremea vechilor egipteni pentru a trata o
varietate de probleme medicale, de la rani, arsuri padna la zgarieturi si cangrene,
fiind folosita in prezent din ce in ce mai des datorita proprietatilor ei cicatrizante cu
efect antimicrobian. Proprietatile sale antiseptice si antibiotice, confera o mare forta
antibacteriana.

Mierea ajuta la asimilarea calciului si la retentia magneziului, doua minerale
esentiale pentru buna functionare a organismului, ceea ce explica de ce copii care
primesc constant miere in alimentatie se dezvoltd mult mai bine decéat cei care
primesc zahar [1].

Datoritd virtutiilor sale diuretice are actiune benefica si asupra sistemului
digestiv. Combate constipatia, fiind de asemenea eficienta in tratarea unor afectiuni
stomacale si intestinale.

In plus, mierea este doar o parte a unui complex de produse ale stupului,
pentru mentinerea sanatatii, fosindu-se pe larg si polenul, propolisul, ceara,
laptisorul de matca, veninul.

Polenul, pe care albinele lucratoare il folosesc ca sa hraneasca stupul, este
recomandat pentru combaterea oboselii fizice si intelectuale, in tratarea rinitei
alergice, in tratarea colitelor si a constipatiilor.

Laptisorul de matca este o substanta gelatinoasa, foarte dulce reprezentand
hrana reginei si a larvelor din colonie in primele trei zile de viatd. Compus din
glucide, apa si lipide, extrem de bogat in vitamina B5 si in oligoelemente, laptisorul
de matca este considerat un adevarat elixir al tineretii, care actioneaza asemenea
unui super-catalizator, cunoscut pentru proprietatile sale revitalizante, stimulante si
reechilibrante. Stimuleazad productia de colagen din piele, estompeaza si elimina
ridurile, contribuind la regenerarea tesutului epitelial. Regina, care se hraneste
exclusiv cu laptisor de matca, are o durata de viata de pana la patruzeci de ori mai
mare decét celelalte albine.

Propolisul este un antibiotic, un antiseptic si un fungicid imbatabil.

Medicina valorifica proprietdtile antimicrobiene, cicatrizante si antiinflamatorii ale
propolisului, folosindu-l pentru prevenirea dezvoltarii bacteriilor, fiind recomandat
pentru imunodeficienta organismului rezultatd in urma diferitelor afectiuni. Prezinta
de asemenea un puternic efect protector pe perioadele cu risc marit de raceal3,
calmand iritatiile gatului si ale cavitatii bucale.

Dintre toate produsele stupului, propolisul, mierea si laptisorul de matca,
sunt cele mai folosite ingrediente naturale in cosmetica bio. Purificator, hranitor,
calmant si hidratant, propolisul se regaseste in masti si creme pentru fata, lotiuni,
sapunuri si diverse produse destinate ingrijirii corporale.

Controlul calitatii mierii de albine se face pe loturi formate din miere de
acelasi sortiment si de aceeasi clasa de calitate. Mai intdi se face un examen
organoleptic (gust, culoare, miros) specific pentru fiecare sortiment de miere in
parte, dupa care se determina prin analize fizico-chimice:

» continutul in apa

» continutul in zaharoza si fructoza;

» continutul reziduurilor (antibiotice, pesticide);

» sortimentul, prin analiza polenului cu ajutorul microscopului electronic.

» dozarea hidroximetilfurfurolului (HMF-ul) pentru fiecare lot de miere cu ajutorul
spectofotometrului. In Romania limita maxima admisa pentru continutul de HMF in
miere este de maxim 1,5 mg/100g produs (STAS 784-2-89).
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Introducere 9

Astfel valoarea HMF este:
¢ maximum 4 mg/100g produs pentru mierea naturala de calitate acceptabild;

e maximum 10 mg/100g produs pentru mierea naturald, dar degradata ca urmare
a tratamentului termic defectuos;
e peste 10 mg/100g produs pentru mierea falsificata cu zahar invertit artificial.

Calitatea igienica a produselor apicole se urmadreste prin analizele
microbiologice. Ca origine, microorganismele din miere provin din nectar si polen,
din salile de lucru, de pe aparatele utilizate sau de la ambalaje.

Drojdiile prezente in miere produc defecte de natura microbiologica, fiind
reprezentate mai ales de Saccharomyces melis si Saccharomyces rosei.

Fungii filamentosi provin din contaminare cu praf, din apa de spalare a
instalatiilor sau a recipientelor si de la albine. Ajungand in miere, in stare vegetativa
sunt capabili s& metabolizeze glucidele, aminoacizii si chiar polenul ducand la
diverse modificari organoleptice, precum gust si miros de mucegai.

Evolutia noilor metode de analiza si a echipamentelor de laborator de inalta
performantd, a determinat Uniunea Europeanad si comisiile internationale de
specialitate ale F.A.O., 0.M.S., Codex Alimentarius si Comisia pentru Alimentatie, sa
impunda noi conditii de garantie a produselor alimentare, ceea ce presupune
respectarea unor cerinte foarte stricte de calitate.

Contextul esential al lucrarii este legat direct de problemele actuale privind
analiza calitdtii mierii de albine de pe piata romaneasca.

Imbunatatirea calitatii produselor reprezintda o problema deosebit de
importanta in conditiile economiei moderne.

Calitatea produselor alimentare este impusa de Comunitatea Europeana prin
norme importante privind realizarea unor produse alimentare de calitate superioara
si cu proprietati senzoriale care sa satisfaca exigentele consumatorilor. Pentru
realizarea acestora este necesar ca specialistii din industria alimentard sa cunoasca
toate parghiile prin care pot actiona in scopul imbunatatirii calitatii produselor.

Calitatea unui produs alimentar reprezinta o problema complexa, de care
depinde acceptarea sau respingerea lui de catre consumator.

Cercetarile efectuate in cadrul acestei lucrari, rezultatele experimentale
obtinute si prelucrarea acestora au urmarit urmatoarele aspecte:

1. Aducerea unor contributii personale la studiul posibilitatilor de
fmbunatatire a indicatorilor de calitate a diferitelor sorturi de miere de
albine din Romania.

2. Abordarea prin prisma teoriei sistemelor si a principiilor fundamentale
utilizate in inginerie a problemelor legate de masurarea indicatorior de
calitate ai sorturilor de miere de albine.

3. Utilizarea avantajelor incontestabile ale tehnicilor de modelare
matematica in vederea studierii dependentelor existente intre indicatorii
de calitate ai sorturilor de miere de albine si o serie de parametrii fizico-
chimici si microbiologici.

4. Utilizarea metodelor de modelare matematica in vederea alegerii celor
mai buni indicatori de calitate precum si formularea unor tehnici
strategice de imbunatatire a acestora.

5. Elaborarea unor modele matematice statistice de predictie cu ajutorul
carora sa se poata prognoza modalitatile concrete de interventie
tehnice, tehnologice sau chimice, pentru imbunatatirea valorilor
indicatorilor de calitate ai sorturilor mierii de albine.

6. Pe baza studiilor efectuate in lucrare, elaborarea si trasarea unei harti a
Romaniei cu specific apicol.
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10 Introducere

Determinarile experimentale, precum si interpretarea rezultatelor au fost
realizate la Directia Sanitara Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor Timis in
cadrul Biroului Zonal Control Reziduuri si in cadrul Laboratorului de Automatizari al
Facultdtii de Chimie Industriala si Ingineria Mediului, “Universitatea Politehnica”
Timisoara.

Lucrarea evidentiaza o evaluare a principalelor aspecte de tip chimic si
biochimic care au stat la baza cercetarilor experimentale si a contributiilor aduse in
domeniu. De asemenea, s-a propus si 0 abordare sistemica a problemelor legate de
calitatea mierii de albine prin elaborarea si utilizarea modelelor matematice.

Teza incearca sa satisfaca cerintele actuale Tmbinand armonios aspecte
interdisciplinare complexe. Astfel, lucrarea raspunde exigentelor stiintifice si
aplicative, atat din punct de vedere chimic, cat si din punctul de vedere al aspectelor
legate de ingineria chimica.
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OBIECTIVELE GENERALE ALE LUCRARII

Realizarea unei documentari bibliografice cu privire la tehnologia de obtinere
a mierii.

Sinteza principalelor legi si reglementari nationale si internationale privind
domeniul apiculturii.

Documentare bibliografica asupra tehnicilor de modelare matematica si
optimizare.

Realizarea unei baze de date experimentale in urma monitorizarii efectuate
timp de sase ani asupra diferitelor tipuri de miere, din diferite regiuni ale
tarii.

Prelucrarea datelor experimentale cu programe de calcul specifice.
Determinarea  modelelor matematice ce caracterizeaza influenta
concentratiilor de tetraciclina si streptomicind asupra calitatii diferitelor

sorturi de miere in conditii diferite de temperatura.

Verificarea si testarea modelelor matematice obtinute, prin calculul
indicatorilor de adecvanta.

Elaborarea unor tehnici strategice de imbunatatire a indicatorilor de calitate
a mierii pe baza concluziilor elaborate in urma studiilor efectuate.

Generarea si trasarea unei harti a Romaniei cu specific apicol pe baza
studiilor efectuate in lucrare.
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1. STADIUL ACTUAL AL CUNOASTERII IN
DOMENIU

1.1. Istoricul mierii

Mierea este un aliment dulce, produsa de albine pe baza nectarului extras
din flori. Recoltarea mierii se practica intens inca din timpurile antice. Inca de acum
10.000 de ani mierea facea parte din dieta omului. Mult timp a fost pretuita si
considerata ca o substanta magico-religioasa de catre multe popoare.

Mierea era utilizatd in Egiptul antic atdt pentru producerea diverselor
deserturi, dar si pentru imbalsamarea cadavrelor. Pentru romani, avea mare
valoare, incat de multe ori era utilizata pentru plata taxelor. Populatia Maya din
America de Sud utiliza mierea in scopuri culinare. Grecii utilizau mierea pentru a
trata diferite inflamatii si taieturi, considerand de asemenea, mierea ca fiind
mancarea zeilor. Chiar si in Evul Mediu, cand majoritatea bolilor erau considerate un
semn al pedepsei divine si drept urmare prea putin tratate, mierea era utilizata pe
post de medicament. Ca urmare a aparitiei antibioticelor, dupa cel de-al doilea
Razboi Mondial, aceasta nu a mai fost utilizatda ca medicament [2].

Existau numeroase referinte cu privire la miere in Biblie, atat in Vechiul cat
si in Noul testament. Adeptii Coranului sustin ca profetul Mahomed a recomandat
consumul de miere in scopuri terapeutice. Hindusii considerau mierea drept unul din
cele cinci elixire ale imortalitatii. Pentru budisti mierea este foarte importanta mai
ales in cadrul festivalului Madhu Purnima, ce se celebreaza in India si Bangladesh.

Mierea de albine a fost prima substanta dulce folosita de catre om fiind
precursoarea zaharului din trestie sau din sfecla. De asemenea, era folosita la
prepararea unor bauturi alcoolice la care se adauga si efectul polenului si levurilor
din faguri. .

Mierea este un aliment miraculos care nu expira niciodata. In mormintele
egiptene s-au gasit borcane cu miere veche de 2000 de ani, inca dulce si aromata.

1.2. Istoria apiculturii in Romania

Exista diferite izvoare care arata ca pe teritoriul vechii Dacii apicultura, a
cunoscut o mare dezvoltare. Xenofon (430-355 I.Hr.) in lucrarea sa “Anabassis”
arata cd “hrana getilor consta in primul rand din miere, legume, lapte si foarte
putina carne”. Naturalistul roman Aellianus (sec.III I.Hr.) in lucrarea “De natura
animalium” arata cd daco-getii cresteau albine pentru miere si ceara, iar fagurii cu
miere constituiau un produs de seama al economiei casnice si comertului. In
lucrarea “Istoria pragmatica”, Polibiu din Megalopolis (207-127 1.Hr.), arata ca din
teritoriile de la Dunare se exporta miere si ceara in regiunile pontice.

Alexandru Xenopol fin “Istoria romanilor” pomeneste ca dacii se
indelemniceau cu cresterea albinelor. In lucrarile lor, Nicolae Iorga, Vasile Pirvan si
alte personalitati aratau ca n schimburile comerciale daco-getii ofereau pe langa
grau si piei de animale, miere si ceara de albine. Numeroase izvoare ne arata ca
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dezvoltarea albinaritului a fost influentatd de o serie de privilegii acordate celor ce
faceau negot cu ceara si cu miere de albine [3].

In secolul al XVIII-lea, in Muntenia si Moldova existau peste un milion de
stupi. O statistica din 1763 mentioneaza ca in Moldova existau aproximativ 670 000
stupi, avand o traditie in cresterea albinelor inca din cele mai vechi timpuri. Padurile
acestei regiuni, oferd mari surse de nectar si mana pentru realizarea unor productii
apreciabile de miere de calitate foarte buna [1].

In ultimii ani productia de miere a avut un trend ascendent. in 2008 s-au
obtinut productii de aproximativ 13.000-15.000 de tone, in conditiile in care, intr-un
an normal, productia de miere se situeaza intre 17.000 si 20.000 de tone.

Un an optim pentru productia de miere inseamnd, in mare, temperaturi de
15-20 °C fin luna mai, zile insorite, fard vant. In anul 2008, in tara noastrd existau
circa 35 de mii de apicultori si 1.109.000 familii de albine. Potrivit Ministerului
Agriculturii si Dezvoltarii Rurale (MADR), numarul de familii de albine este in
continua crestere, in 2009 ajungand la 1.110.000. Productia de miere a crescut in
2009 cu 17,5%, la 23.500 de tone, peste 50% din aceasta cantitate fiind livrata la
export.

1.3. Albinele

Structura albinelor este prezentata in figura 1:

CapP ToRACE

Figura 1 - Structura albinei
1.3.1. Albinele si flora

Mierea si polenul sunt esentiale pentru albine deoarece asigura
supravietuirea acestora. In interiorul asa numitului stomac al albinei se formeaza
mierea ca urmare a actiunii unei enzime specifice. Pentru a produce un kilogram de
miere, o albina trebuie sa execute 60000 zboruri.

Viata albinelor este in permanenta interdependenta cu plantele deoarece,
hrana lor se bazeaza exclusiv pe produse de origine vegetald. Pentru a asigura
necesarul de substante hidrocarbonate (zaharoase), albinele culeg nectar si mana3,
iar pentru satisfacerea nevoilor de substante proteice, minerale, grasimi, vitamine,
albinele culeg polenul florilor, vizitdnd in acest scop flora entomofila din jurul
stupinei [4].

Cantitatea de miere ce se poate produce din nectarul florii depinde de
cantitatea totald de nectar secretat si de concentratia zaharului din nectar.
Concentratia zaharului din nectar este cuprinsa in general intre 10-50% si chiar mai
mult variind mult de la o specie vegetald la alta. In zborurile lor, albinele acestea
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aleg nectarurile cele mai bogate in zahar, iar cand continutul de zahar in nectar este
sub 15%, acestea intrerup in general culesul. Nectarul se compune din diferite
zaharuri, compusi ai azotului, minerale, acizi organici, vitamine, pigmenti si
substante aromatice.

Glandele nectarifere florale produc nectarul pe care albinele il culeg si
transforma in miere florald. Prin prelucrarea nectarului, continutul de zaharoza se
transforma prin invertire in glucoza si fructoza, iar continutul de apa va scadea
ajungand in jurul a 18-20%. Pe langa acestea se intdlnesc si glande nectarifere
extraflorale, care secretda o substanta dulce, limpede si vascoasa care se numeste
mana sau roua de miere, substanta pe care albinele o culeg si o transforma in miere
de mana [5].

1.3.2. Viata in stup

Albinele din stup sunt conduse de albina numita regina. Aceasta are o
durata de viata in medie de 3 ani de zile, depunand oua in toata aceasta perioada.
Regina efectueaza imperecherea cu albine de sex masculin numite trantori.

Albine lucratoare reprezinta aproximativ 95% din puii reginei. Aceste albine
lucratoare traiesc aproximativ 30 de zile, trecand prin diferite stadii de dezvoltare in
ceea ce priveste rolul lor din stup. Existd urmatoarele tipuri de albine-lucratoare:
doici si albine casnice, care sunt responsabile cu intretinerea stupului, si culegatoare
al caror rol este de a colecta nectar, polen, precum si apa [6].

Cauzele principale de deces pentru o albina lucratoare este epuizarea, dupa
un anumit timp de zbor, in general 800 km, ele se vor afla in incapacitatea de a
zbura si a avea grija de ele insele.

Diviziunea muncii in cadrul unui stup se face in functie de varsta albinelor
lucratoare. Isi incep viata curdténd celula din care s-au ndscut, apoi vor ingriji
puietul si isi incheie viata prin culegerea polenului, a apei si a nectarului. Albinele
tinere lucratoare traiesc o mare parte din viata lor in interiorul stupului, dar in
momentul in care acestea devin culegatoare, devin vulnerabile, la conditiile de
mediu si la uzarea aripilor. Albinele nu vor iesi la zbor, daca viteza vantului este mai
mare de 34 km/or3, sau daca ploua [7].

Trantorii sunt produsi numai de catre regina. Sunt putini la numar si au un
singur rol, acela de reproducere, nefiind implicati in hranirea coloniei sau
intretinerea stupului. Trantorii trdiesc cea mai mare parte a timpului in afara
stupului si fiind expusi epuizarii sau decesului au o duratd de viata de aproximativ
25 de zile [8].

1.3.3. Principale rase de albine

Exista pe pamant aproximativ 15.000 de specii de albine, de la cele sociale,
la cele extrem de periculoase. Cele mai cunoscute sunt albinele melifere care
polenizeaza nenumarate recolte si care produc mierea.

< Apis mellifera-are o mare valoare economica, avand instinctul de a aduna
multd miere. Aceasta albind este raspandita pe toate continentele si este exploatata
in stupi.

% Albina indiana-este mai mica decat albinele melifere si traieste in China,
India si Japonia. Construieste pana la 12 faguri si inmagazineaza pana la 4 kg
miere. Sunt albine blande, insa valoarea economica este cunoscuta doar local.
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% Albina indiana uriasa - este o rasa salbatica fara valoare economica,
neputédndu-se adapta la stup. Aceste albine construiesc un singur fagure, in care pot
depozita aproximativ 35 kg de miere. Dintre albinele europene are cea mai mare
dimensiune corporala si poate zbura pana la 2.000 m inaltime.

< Albina pitica galbena - are cele mai mici dimensiuni si este lipsita de valoare
economica. Traieste in acelasi areal ca si albina indiana uriasa (Filipine,Celyon)
construind un singur fagure de 15 cm in care inmagazineaza 500g de miere.

% Albina romaneasca (Apis mellifera carpatica) - aceste albine sunt raspandite
in zona carpato-danubiana caracterizandu-se printr-un comportament linigtit pe
faguri, permitand interventia omului chiar si fara folosirea fumului.

Principalele caracteristici somatometrice ale acestei rase sunt: trompa are
lungimea cuprinsa intre 6,02-6,64 mm, lungimea aripii anterioare este de 9,0-9,4
mm, indicele cubital (clase) 2,12-3,70 si indicele tarsian (procente) 54,97-58,56.
Este o albina productiva caracterizata prin inlocuirea periodica a matcii (anecbalie),
care in conditii optime de cules, poate produce pana la 50-60 kg de miere/familie.
Tendinta de propolizare este slaba [9].

1.3.4. Bolile albinelor

Albinele, se pot imbolnavi de diferite boli, care prin mortalitea pe care o
produc in randul indivizilor coloniei, reduc numarul albinelor si prin aceasta familiile
de albine se depopuleaza, devenind neproductive. In multe cazuri, se pierd familii
sau chiar stupini intregi, aducand pagube insemnate pentru apicultori. Rentabilitatea
cresterii albinelor se asigura doar cu albine sanatoase.

Prevenirea si depistarea lor reprezinta un factor extrem de important in
asigurarea sanatatii familiilor de albine.

Principalele boli ale albinelor [9,10]

Bolile albinelor se pot imparti in boli contagioase, necontagioase si
intoxicatii.
Bolile contagioase se grupeaza in:

> virotice (puietul in sac, boala neagra);

> bacteriene (loca americand, europeana, septicemia, paratifoza);

> micotice (ascosferoza, aspergiloza, melanoza);

> parazitare (nosemoza, amibioza, acarioza, brauloza, varrooza, senotainioza,

triunghiulinoza).
Bolile necontagioase ale albinelor sunt reprezentate prin:

> puietul racit;

> boala de mai;

> diareea albinelor;
> anomaliile matcilor.

Intoxicatiile albinelor se pot produce cu polen, nectar, miere de mana, cu
medicamente utilizate in tratamentele aplicate albinelor, sau cu pesticide folosite
pentru combaterea daunatorilor.

Familiile de albine pot suferi si de pe urma unor daunatori cum ar fi
gaselnita, viespile, lupul albinelor, furnicile, ciocanitorile, soarecii sau fluturele "Cap
de mort" [10].
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1.4. Mierea - produs final

Mierea de albine reprezinta un aliment excelent cu mare valoare nutritiva,
biologica si energetica, usor asimilabil, cu reale proprietati biostimulatoare datorita
continutului Tn substante antibiotice naturale, fermenti, vitamine si elemente
minerale.

1.4.1. Mierea si produsele ei
1.4.1.1. Polenul

Pulberea, cel mai adesea de culoare galbena, constituitd din grauncioare
microscopice, ce provine din anterele staminelor se numeste polen (din latina
pollen). Polenul mai este definit si ca fiind o pulbere galbena produsa de staminele
fanerogamelor, celule reproducatoare mascule. Este considerat ca fiind unul dintre
cele mai vechi suplimente alimentare folosite de om. Despre beneficiile polenului se
vorbeste din cele mai vechi timpuri de diverse civilizatii si religii.

Egiptenii si Chinezii antici foloseau polenul pe post de medicament si factor
de intinerire a organismului. Hipocrate, pdrintele medicinei considera ca polenul
ajuta la prevenirea imbatranirii organismului, asigurand o sanatate buna celor care fl
consumau. Legendele galice sunt pline de referinte la miere si polen. Este de
asemenea, pomenit in Biblie, Talmud si in Coran.

La ora actuald acesta este o componenta importanta a apiterapiei.

Compozitia chimica a polenului este urmatoarea: vitamine (provitamina A,
vitamina A, vitamina B1, B2, B3, B5, B6, B12, vitamina C, D, E, F, H, K, PP si acid
folic), minerale (calciu, fosfor, potasiu, fier, cupru, iod, zinc, sulf, sodiu, clor,
magneziu, molibdem, seleniu, brom, siliciu si titaniu), aminoacizi, carbohidrati, acizi
grasi, enzime, coenzime si diverse grasimi [9].

Astfel, polenul contine 22 de aminoacizi, 18 vitamine, 25 de minerale, 59 de
elemente de bazd, 11 enzime si coenzime, 14 acizi grasi, 11 carbohidrati si
aproximativ 25% din compozitia sa este reprezentata de proteine. Polenul contine
cu 50% mai multe proteine decat carnea de vita, mai multi aminoacizi decat ouale,
carnea de orice fel si produse lactate. Precursorul metabolic al vitaminei A,
betacarotenul, se gaseste in cantitate foarte mare in polen. Continutul in grasimi
este foarte scazut [11].

Consumul de polen asigura aportul de minerale necesar organismului, chiar
si acele minerale care nu se gasesc de reguld in suplimentele alimentare
comercializate in farmacii.

1.4.1.2. Ceara

in istorie ceara de albine a avut un rol important, ea fiind utilizatd de unele
civilizatii ca moneda.

In Franta se platea in jurul anului 1300 o taxa anuald de 2 kg de ceard de
albine pentru fiecare familie. In era moderna ceara de albine are multe utilizari.

Este un produs organic complex rezultat din metabolismul albinelor
lucratoare care se utilizeaza in primul rand la construirii fagurilor din stup. Aceasta
se incarcad progresiv cu substante care i schimba profund compozitia, trecand prin
toate nuantele de galben, ajungand la brun, iar dupa cativa ani devine aproape
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neagra. Compozitia chimica a cerii este foarte stabila daca se ia in considerare
produsul pur, asa cum este secretata de glande.

Ceara este, chimic, foarte inertd. Rezistd bine la oxidari fiind ugor atacata
doar de enzimele digestive ale insectelor. In stup, ceara se incarca cu impuritati, dar
nu se transforma. Prin simpla reincalzire si purificare, ceara poate fi recuperata dupa
mai multi ani de folosinta.

Culoarea galbena a cerii din stup este in raport cu pigmentii polenului.
Substantele foarte pigmentate, care inconjoard grauncioarele de polen ale plantelor
se dizolva usor in ceara si o coloreaza. In fagurele de ceara invechit apar diferite
elemente precum propolisul sau matasea coconilor parasiti in celule de albinele care
se nasc, dovedindu-se un material alcatuit din elemente disparate, fiind mult mai
solid decat pelicula subtire de ceara de la inceput [9].

Temperatura si alimentatia albinelor influenteazd secretia de ceara.
Intervalul optim de temperatura la care aceasta are loc este cuprins intre 33-36°C,
sub aceste limite secretia inceteaza, iar ceara nu se mai poate mentine in stare
lichida. Alimentatia zilnicd a albinelor trebuie sa contind miere sau zahar si polen
pentru a putea produce ceara. S-a constatat ca pentru producerea cerii este necesar
un consum de circa 6 kg miere sau 5 kg zahar. Polenul este indispensabil in acest
proces prin aportul de azot pe care il aduce.

Ceara de albine face parte din categoria substantelor complexe, a caror
structurd nu este complet stabild. In compozitia ei intra trei elemente principale:
carbon (80%), hidrogen (13%) si oxigen (7%). Din punct de vedere chimic, ceara
este compusa din: esteri ai acizilor cerici 71%, acizi cerici liberi 13,5-14%,
hidrocarburi 10,5-13.5%, alcoli liberi 1-1,25%, esteri ai colesterolului 1%, umiditate
si impuritati (polen, rasini etc) 1-2% [11].

Ceara de albine este insolubild in apa, dar solubila in diversi solventi
organici. Cel mai bun solvent este benzenul (100 g ceard se dizolva in 100 g
benzen, la 45 °C), urmat de esenta de terebentina. In alcool, ceara nu se dizolva
decat foarte greu si doar in prezenta caldurii. In schimb se obtine o foarte buna
separare a acesteia de propolis care este foarte solubil in alcool. Punctul de topire al
cerii pure este de 64 °C +/- 0,9 °C, iar punctul de solidificare este de 63 °C. Pentru
ceara nepurificatd, punctul de topire variaza intre minimum 62°C si maximum de 65
°C. Masa volumicd este de 927 kg/m? minimum si 970 kg/m* maximum (media :
953kg/m?) la o temperaturd de 15°C [11].

Folosind tehnologii diferite de obtinere, ceara provine din capacele, sau prin
topirea fagurilor vechi.

Fagurii vechi topiti contin mari cantitati de propolis, de polen si de coconi.
Pentru a putea extrage ceara din acest amestec cel mai folosit utilaj este topitorul
de ceara care foloseste fie extractia cu vapori de ap3, fie extractia cu apa calda.

La decdpdcire pe langa capacele exista si o cantitate destul de mare de
miere. Separarea in cele mai bune conditii a cerii se face cu ajutorul unei prese in
care se pun capacelele crescandu-se treptat presiunea.

Un proces rapid de separare si cu un randament foarte bun il reprezinta
centrifugarea cdpacelelor. Acestea sunt uscate si mierea care se scurge este curata.

BUPT



18 Stadiul actual al cunoasterii in domeniu - 1

1.4.1.3. Apilarnil

Apilarnilul este un produs apicol natural obtinut din larvele de trantor.
Datorita proprietatiilor biotrofice, energizante, vitalizante, tonifiante si psihotonice,
ajuta la refacerea sistemului imunitar.

Se pastreaza la rece la minimum -5°C, iar pentru o perioada mai mare de
timp apilarnilul se converva la temperaturi mai scazute de -20°C.

Inflorirea pomilor fructiferi reprezintd perioada optima de producere a
apilarnilului. In cea de a 10-a zi de la depunerea oului in celule, se recolteaza
continutul integral al celulelor de trantori. Produsul obtinut dupd recoltare este
neomogen, larvele fiind inglobate intr-un lichid laptos. Acest amestec prin mixare
devine un produs omogen cu o consistenta laptoasa, de culoare usor galbuie, care in
timp devine cenusie. Apilarnilul se foloseste in stare pura, sau in amestec cu alte
produse apicole sau substante medicamentoase pentru obtinerea de preparate
apiterapice. Gustul este usor astringent [12].

Proprietatile fizico-chimice, microbiologice si organoleptice ale apilarnilului
sunt prezentate in tabelele 1, 2 si 3:

Tabelul 1 - Proprietatile fizico-chimice ale apilarnilului

Caracteristici Conditii de admisibilitate
Aciditate (pH) 5,0- 6,8
Continut apa % 65,0-75,0
Continut substante uscate % 25,0-35,0
Proteine total g% 9,0-12,0
Glucide total g % 6,0-10,0
Lipide total g% 5,0- 8,0
Cenusa g % maxim 2,0
Substante nedeterminate g% 1,1-1,2

Tabelul 2 - Caracteristici microbiologice ale apilarnilului

Caracteristici Conditii de admisibilitate
Numarul total de germeni aerobi 50.000/g
mezofili
Bacterii coliforme, maxim 100/g
Escherichia coli, maxim 10/g
Salmonella 0-20/g
Stafilococi coagulazo-pozitivi, maxim 10/g
Drojdii si mucegaiuri (levuri), maxim 1.000/g
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Tabelul 3 - Proprietatile organoleptice ale apilarnilului
Caracteristici Conditii de admisibilitate
Aspect aspect de larve si laptisor comun (hrana larvara),
respectiv invelisurile de naparlire a larvelor, sub
forma de masa neomogena in care larvele apar in

mod vizibil
Culoare alba
Consistenta neomogen, untos
Miros caracteristic hranei larvare usor aromat
Gust usor astringent
Impuritati se admit urme de ceara, epitelii de naparlire sau alte

substante determinate de natura produsului respectiv
dar care sa nu depaseasca 10%

1.4.1.4. Pastura

Pastura, numita si ,padinea albinelor” este hrana de baza a albinelor tinere.
Aceasta reprezinta polenul recoltat de albine si depozitat in faguri, unde sub
influenta umiditatii, temperaturii si a microflorei din stup este transformat, prin
reactii enzimatice.

Polenul este adus si depozitat in stup de albinele culegatoare.

Cu ajutorul unui cutit cu lama subtire, pastura poate fi recoltata prin taierea
celulelor cat se poate mai aproape de baza acestora.

Compozitia in grasimi si proteine este mai mica decat cea a polenului si mai bogata
in zaharuri si acid lactic, conservandu-se astfel mai bine, fara a aparea modificari
majore, cantitative sau calitative [9].

Pastura este folosita in industria farmaceutica, in special la obtinerea
vitaminelor naturale. De asemenea, se mai intrebuinteaza si in medicind pentru
tratarea unei serii de maladii ale sistemului nervos, endocrin si in avitaminoze.
Efectul sau terapeutic este mai puternic ca si a polenului.

1.4.1.5. Propolis

Albinele colecteaza rasina, care prin amestecare cu saliva si cu alte
substante formeaza propolisul.

Se presupune ca, propolisul intareste stabilitatea structurala a stupului,
reduce riscul de aparitie a diferitelor boli si a parazitiilor, precum si de dezvoltare a
diverselor bacterii in stup. Aceasta substanta impiedica de asemenea putrefactia in
interiorul stupului. Daca in interiorul stupului moare un daunator al albinelor fi
invelesc corpul in propolis mumificandu-| si facandu-| astfel inofenisv si inodor [13].

Propolisul are efecte benefice asupra sdnatatii fiind considerat un
medicament traditional. In medicina naturista se utilizeaza pentru vindecarea
diverselor afectiuni printre care amintim inflamatiile, bolile virale si arsuri
superficiale. De asemenea, are efecte benefice asupra sanatatii inimii, intareste
sistemul imunitar si reduce sansele de instalare a cataractei. Previne infectiile
gingiilor si carierea dintilor luptand impotriva bacteriilor si a respiratiei urat
mirositoare.
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Tincturile de propolis pot cauza reactii alergice severe in cazul persoanelor
suferinde de alergie la albine sau produse apicole [9].

Culoarea difera in functie de sursa de rasina utilizata de la maroniu inchis
pana la negru, dar exista si variatii de verde, rosu, chiar si alb.

Compozitia propolisului este diferita in functie de zona, de anotimp, de
vegetatie, dar si de la un stup la altul. Propolisul obtinut din rasina plopilor sau
coniferelor, vegetatia specifica zonei temperat nordice are aproximativ 50 de
elemente constituente, mai ales rasini si balsamuri vegetale (50%), cearda (30%),
uleiuri esentiale (10 %), polen (5%). Propolisul contine urmatoarele elemente
chimice: Zinc, Fier, Magneziu, Cupru si vitamine (A, B1, B2, B3, E, flavonoide (P)).

In starea sa naturala fiind o substanta lipicioasa este dificil de manevrat. De
aceea distribuitorii il impacheteaza si il ingheata in cantitati mici. Se distribuie si in
stare lichida, macerat in apa sau alcool [11].

1.4.1.6. Laptisor de matca

Laptisorul de matca se prezintda ca o materie gelatinoasa secretatd de
glandele albinelor doici, folosit in hrana viitoarelor matci precum si a larvelor
albinelor in primele trei etape larvare. Proaspat, laptisorul are o culoare alb-galbuie,
batand usor in brun-galbui. Lumina si aerul influenteaza densitatea si culoarea
laptisorului. Acesta devine mult mai dens cu aspect sticlos, iar culoarea trece in brun
inchis.

Gustul laptisorului este usor astringent, acrisor, cu un pH cuprins intre 3,5-
4,5.

Datorita densitatii de 1/1 n amestec cu mierea, laptisorul se ridica la
suprafatd sub forma de spuma.

In contact cu aluminiul, dar si cu alte metale, le ataca, dand produsi toxici
si schimbandu-si si el o parte din componentele sale. Se descompune destul de
repede, iar in mediu cu umiditate mare se réncezeste. De aceea, trebuie pastrat la
rece (2-4 °C), mentinandu-si astfel calitatile timp de 7-8 luni. Dupa aproximativ 12
luni valoarea terapeutica a laptisorului dispare. Cea mai buna pastrare se face insa
prin liofilizare imediat dupa recoltare.

Larvele trebuie ferite de lumina solara puternica, de curenti de aer, sau de o
temperatura sub 20 °C pentru a obtine un laptisor de calitate.

Proprietatile organoleptice ale laptisorului de matca sunt redate in tabelul

4:
Tabelul 4 - Proprietatile organoleptice ale laptisorului de matca
Caracteristici Conditii de admisibilitate
Aspect masa vascoasd, omogena cu granulatii fine
Culoare galbui sau alb-galbui
Consistenta usor vascos
Miros caracteristic, usor aromat
Gust slab acid (acrisor), foarte usor astringent
Impuritati nu se admite prezenta de larve, ceara, spori de mucegai
sau alte impuritati vizibile cu ochiul liber sau la microscop.
Se admit urme de polen

Laptisorul este compus dintr-un un numar finsemnat de vitamine,
aminoacizi si compusi incd neidentificati (in proportie de 2,8%). Glandele
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hipofaringiene ale albinelor produc acizii 9 si 10 hidroxidecenoici care se regasesc in
compozitia laptisorului. [14]

In laptisorul de matca s-au identificat 18 diferiti aminoacizi, combinati si
liberi dintre care cei mai importanti sunt: acidul aspartic, glutamic, alanina, arginina,
glutamina, glicina, lizina, metionina, prolina, valina, tiamina si tirozina.

In compozitia sa s-au mai identificat si substante de tip hormonal,
hidroxibenzoat cu efect de conservant natural, precum si o substanta antibiotica,
bactericida.

Cantitatea de apa din laptisor este de aproximativ 79%, 2,5% o reprezinta
cenusa, proteinele sunt in procent de 50% din substanta uscata. 18% din greutatea
uscata sunt lipide, aceasta fractiune fiind mult studiata. Ea cuprinde acidul hidroxi-
10 decenoic-2, care este un acid gras specific cu proprietati antibacteriene, anti-
fungice si antigerminative.

Fractiunea glucidica a laptisorului de matca este 20-25% din greutatea
uscata. Vitaminele prezente in laptisorul proaspat sunt: tiamina, riboflavina, bioting,
acid folic, cantitati mici de vitamina C si mari de acid pantotenic (0,5 mg/g de
greutate uscatd). Continutul in vitamine din grupa B este foarte ridicat. Fractiunea
proteicd cuprinde majoritatea aminoacizilor, fie liberi, fie combinati.

Producerea laptisorului de matca se poate realiza in familii orfanizate sau in
familii cu matca.

Prepararea acestuia cere o foarte mare curatenie din partea producatorului,
camera in care este recoltat trebuie sa fie in perfecta stare de igienizare. Borcanele
de sticla in care se ambaleaza laptisorul trebuie sa fie de culoare inchisa, cu dop
rodat. Borcanele cu laptisor de matca trebuie sa fie umplute astfel incat sa nu
ramana in interior un spatiu gol si se pastreaza la intuneric la o temperatura de 0O-
4°C. Fiind un produs biologic cu un continut mare de apa, enzime si micoorganisme
care se altereaza la temperatura obisnuitd, laptisorul de matca pur se conserva in
conditii optime prin liofilizare si frig.

Identificarea laptisorului de matca din miere se face prin cromatografie, iar
dozarea acidului hidroxi-10 decenoic-2, substanta specifica laptisorului de matc3,
permite identificarea cantitatii de laptisor incorporat.

Datoritd continutului mare de vitamine si aminoacizi, laptisorul de matca
este folosit in apiaterapie, in cosmetica medicala si la obtinerea unor produse
energizante ce pot fi folosite in cazuri de astenie, anorexie, slabire a organismului si
deficienta constitutionald. Are de asemenea, o actiune asupra glicemiei [11].

Laptisorul de matca este consumat in general in amestec cu mierea folosit
fie in stare pura fie in stare liofilizata, adica deshidratat in vid la temperatura foarte
scazuta.

1.4.1.7. Veninul

Veninul de albine este produsul de secretie al albinelor lucratoare, stocat in
punga de venin si eliminat in momentul inteparii ca act reflex de aparare. O albina
poate elibera momentul inteparii in jur de 0,3 mg venin lichid, adica 0,1 mg
substanta uscata.

In momentul ecloziunii albinele sunt lipsite de venin, la 6 zile au in jur de
0,15 mg, la 11 zile 0,21 mg, iar la 15 zile 0,3 mg venin lichid, iar cantitatea de
substanta uscata este 0,05 mg, 0,07 mg, respectiv 0,1 mg.

Varsta albinelor, cantitatea si calitatea hranei si anotimpul influenteaza
secretia de venin.Dupa 15-20 de zile de viata cand cantitatea de venin este
maxima, secretia glandelor incepe sa scada.
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Primavara cantitatea de venin obtinuta este mai mare decat la generatiile de
albine de vara si toamna, resursele polinifere fiind si ele mai mai bogate in acest
anotimp.

Recoltarea veninului se poate face prin mai multe metode: prin narcotizarea
albinelor, prin inteparea unor membrane sau cu ajutorul unor dispozitive electrice
speciale. Este necesar un numar extrem de mare de albine pentru producerea unui
gram de venin, de aceea nu toate metodele au eficienta maxima [11].

Narcotizarea albinelor se realizeaza prin introducerea lor intr-un vas de
sticla deasupra caruia se aseaza o hartie de filtru umectatd cu eter. Veninul este
depus pe peretii vasului, de unde se recupereaza prin spalare, filtrare si evaporare,
obtindu-se venin sub forma de precipitat. Metoda prezinta un randament scazut,
aproximativ 50-57 mg venin de la 1000 de albine.

Recoltarea veninului se poate face si intr-un vas cu apa distilata, pe a carui
gura se leaga o membrana subtire de piele, pe care albinele o intepa. Veninul se
scurge in apa distilata, fiind recuperat prin fierbere si evaporare sub forma de
precipitat. Avantajul aceastei metode este ca se obtine venin pur.

Veninul mai poate fi recoltat prin montarea la urdinis a unor dispozitive
speciale compuse din: generator de impulsuri, sursa electrica, grila de excitatie cu
caseta colectoare de venin si conductorii de legatura. Cu ajutorul generatorului,
alimentat la o sursa de energie de 9-12 V se produc impulsuri electromagnetice
optime pentru declansarea actului de intepare si eliberarea veninului. Declansarea
instinctului de intepare se realizeaza prin impulsuri electrice ciclice, sub forma de
serii cu pauza intre ele de 3 sau 6 secunde. Aceste impulsuri de unda complexa au
amplitudinea pozitiva de 45 V pe o perioada de 1,5 microsecunde, succedate
instantaneu de o amplitudine negativa de 37 V, timp de 7 microsecunde. Frecventa
impulsului este de 58 Hz. Contactul unei albine cu firele grilei provoaca instantaneu
reactia de intepare.

Alarma pe care o dau primele albine produce un efect de avalansa care
aduna toate albinele pe grila intepand membrana timp de 1-2 minute pana la
intreruperea semnalului stimul.

Grila de excitatie este construita dintr-o retea de fire paralele neizolate
avand o grosime de 0,5-0,6 mm si 4,5-5 mm distanta intre ele. Cadrul grilei poate fi
din doua piese din material plastic, fixate prin intermediul a doua tije metalice,
reteaua desfasurandu-se pe o singura fatd sau sub forma unei rame din lemn, iar
desfasurarea firelor retelei facandu-se pe ambele fete. Veninul se colecteaza intr-o
caseta plasata sub reteaua de fire si este construita dintr-o placa de sticla pe care
se aseaza o membrana din latex, usor penetrabild care nu retine acul albinei.

Veninul se recolteaza doar in sezonul activ (aprilie - septembrie) si numai de
la familii puternice. O familie de albine poate fi supusa unui ciclu de 4 excitari a 30
de minute, cu pauze intre ele de 60 minute. Recoltarea se reia dupa 48 de ore la
aceeasi familie [9].

Casetele de colectare se pastreaza in grila pand la saturarea cu venin
(aproximativ 10 recoltari) dupa care acestea sunt pastrate intr-o incapere minimum
72 ore pentru cristalizarea completd a veninului in vederea rdzuirii acestuia.
Recoltarea veninului nu afecteaza in niciun fel albinele. Insad, pentru apicultori
trebuie luate masuri severe de protectie, din cauza toxicitatii mari a veninului si de
asemenea, din cauza faptului ca pe timpul recoltarii veninului albinele devin
irascibile, fenomen ce dureaza pana la 6 zile de la extractie.

Ambalarea veninului se face in recipiente cu dop rodat, de culoare inchis3,
fiind pastrate la temperatura camerei, in conditii normale de umiditate.
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Veninul de albine este un lichid dens, incolor, cu miros intepator, gust
amarui-acid, astringent, arzator cristalizand intr-un interval scurt de timp.

Proprietatile organoleptice si fizico-chimice ale veninului de albine cristalizat
sunt prezentate in tabelul 5:

Tabelul 5 - Proprietatile organoleptice si fizico-chimice
ale veninului de albine cristalizat [14]

Caracteristici Conditii de admisibilitate
Aspect masa pulverulenta omogena
Culoare alb-mat, usor cenusiu

Consistenta pulbere afénata
Miros iritant, caracteristic
Gust amar, intepator
Puritate fara impuritati
Solubilitate solubil in apa, insolubil in sulfat de amoniu si alcool
Aciditate (pH) 4,5-5,5
Continut in apa 6-7%
Continut in 93-94%
substanta uscata
Proteine total 65-75%
Cenusa 3,5-4,0%
Greutate specifica 1,131

Veninul de albine are o structura complexad, fiind constituit din substante de
natura organica si anorganica, substante care fii confera proprietati specifice.
Veninul de albine este compus din proteine, enzime, hormoni, saruri minerale,
uleiuri eterice si alte substante volatile. Continutul in elemente este de: 46,36%
carbon, hidrogen 7,56% si 13,30% azot.

Substantele proteice reprezinta principalul component al veninului de albine.
Cea mai importanta fractie proteica existenta in structura lui este melitina, fiind
considerata si componenta cea mai activa a veninului. In melitina s-au identificat
glicocol, alanina, valind, leucind, izoleucind, serina, tirozina, lizina, argining,
asparagind, glutaming, triptofan, prolind. Aceasta fractie a veninului are influenta
asupra degajarii de histamina si serotonind, dizolva eritrocitele, duce la scaderea
presiunii sanguine si a ritmul respirator, blocheaza sincopele nervoase periferice si
centrale etc.

Cea de-a doua fractie bine reprezentatd este cea alcatuita din fermentii
hialuronidazei si fosfolipazei A. In aceasta fractie s-au identificat 18 aminoacizi:
glicocol, alanina, valina, leucind, izoleucind, serina, tirozina, lizind, argining,
asparagind, glutaming, triptofan, prolina, tirozind, cistina, metioning, fenilalanina si
histamina. Fosfolipaza A lezeaza celulele, provoaca senzatia de durere si prezinta
efecte toxice, sinergice cu melitina. Hialuronidaza hidrolizeaza tesuturile vecine,
contribuie la raspandirea veninului in tesut si mareste reactia locala. Nu este toxica.

A treia fractie proteica reprezinta 3% din veninul brut si nu este activa.
Histamina provoaca in organism senzatia de méancarime si de durere, ducand la
umflarea locului intepat. De asemenea, actioneaza cu intensitate asupra
musculaturii netede, asupra aparatului cardiovascular si a glandelor exocrine, poate
stimula secretia salivara, lacrimara, bronsica, pancreatica si gastrica. Sub actiunea
histaminei se poate ajunge chiar la spasme intestinale si la crize asmatiforme.
Fosfolipaza este implicata in reactiile alergice.
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Au mai fost identificati o serie de aminoacizi liberi, acizi nucleici, grasimi,
acizi volatili (acidul formic, acidul clorhidric si acidul ortofosforic). Acesti acizi se
pierd in cea mai mare parte prin uscare. Dintre minerale, s-au identificat: calciu
0,26%, magneziu 0,49%, fosfor 0,42%, acesta din urma sub forma de componenti
organici ai acidului fosforic. Sulful se gaseste numai sub forma de derivati organici
[9].

Reactiile datorate veninului de albine sunt de trei feluri: locale, sistemice si
anafilactice. Umflatura locala se extinde, iar locul intepat poate fi rosu, cald si
sensibil 2-3 zile. Reactia sistemica se declanseaza in cateva minute dupa
intepatura si poate da reactii ca: tulburari respiratorii, greatda, vomismente, dureri
abdominale si sincope.

In reactia anafilactica, simptomele se manifesta prin dificultati respiratorii,
confuzii mentale, un soc de tensiune sanguina care poate conduce la pierderea
cunostintei si la moartea prin colaps respirator si circulator, doar la cateva secunde
dupa intepare.

Se poate crea o oarecare rezistenta la veninul eliberat prin intepaturile
albinelor, dar reactiile pot deveni pe neasteptate, din diferite cauze, foarte intense.
Se poate muri dintr-o singura intepatura de albina, dar un om a fost intepat de 2243
de ori si a supravietuit.

La temperatura camerei si in contact cu aerul se elibereazd componentii
volatili si cristalizeaza formand cristale de culoare alb-cenusie avand un miros
caracteristic si un gust astringent. Este solubil in apa si insolubil in sulfat de amoniu
si mai greu solubil in alcool de 60°C. Este solubil in solutii acide si precipité prin
incalzire la 90-100°C, proteinele revenind la starea initiala in mediu acid. Este
rezistent la acizi si baze. Fiind termorezistent, la temperaturi joase, sub 0°C fsi
pastreaza valabilitatea pe termen lung, iar la temperatura camerei in stare
cristalizata poate fi pastrat mai multi ani fara a-si pierde proprietatile terapeutice.
Sub influenta unor bacterii si fermenti alimentari, veninul de albine isi pierde
eficienta.

Prin componentele sale veninul inhiba sistemul nervos, iar pe de alta parte
stimuleaza inima si glandele cortico-suprarenale. Administrat singur sau in asociere
cu corticoizi, veninul de albine este utilizat ca un factor activ in tratarea afectiunilor
reumatismale (poliarticular, muscular si cardiac), mai ales in artrite, iar prin
combinarea mai multor tehnici curative se poate utiliza in combaterea mai multor
afectiuni, cum ar fi: boli ale sistemului nervos periferic (sciatica, nevralgii, pareze);
boli vasculare (tromboflebita, arterioscleroza vaselor); guta, tireotoxicoza si astmul
bronsic; boli de piele (fistule, plagi, ulcere trofice); boli oculare (irita si iridocilita)
[11].

Folosit frecvent, in doze mici, veninul de albine, mareste capacitatea de
aparare impotriva infectiilor, permeabilizand o serie de tesuturi sclerozate. Utilizarea
lui se va face doar cu avizul medicilor specializati in apiterapie. Veninul de albine nu
se va folosi in cazul bolnavilor de diabet, de ficat si pancreas, cu afectiuni
cardiovasculare de tipul infarctului miocardic, miocardite, cei cu nefrita si nefroza,
cei cu tuberculoza, sifilis si bruceloza, cei cu epilepsie, encefalite si gravidele.
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1.4.2. Clasificarea mierii

Mierea se clasifica dupa urmatoarele criterii:
e Dupa provenienta mierea este:
o florala (de flori), este extrasa din nectarul si polenul cules de
catre albine din florile plantelor melifere,
o extraflorala (de mana), este provenita de pe alte parti ale
plantei, altele in afara de flori;
e Dupa speciile de plante de la care se aduna nectarul exista:
o miere monoflora, provenita integral din nectarul florilor unei
singure specii: (salcam, tei, floarea-soarelui, menta)
o miere poliflora, provenita din prelucrarea unui amestec de
nectar de la florile mai multor specii de plante.
e Dupa modul de obtinere exista miere:
o in faguri (se livreaza in faguri),
scursa liber din faguri,
extrasa cu ajutorul centrifugii,
obtinuta prin presarea fagurilor,
topita (fagurii sunt incalziti).
e Dupa consistenta mierea poate fi:
o lichida (fluida),
o cristalizata (zaharisita).
e Dupa culoare exista miere incolora, galben-deschisa, aurie, verzuie, bruna
sau roscata.
e Dupa aroma, diversele tipuri de miere, se apreciaza prin miros si gust,
indicaAndu-se denumirea speciei de plante din care provin.
Clasificarea se mai poate face si in functie de: compozitia chimica, puritatea
si puterea calorica [15].

O O O O

1.4.3. Tipuri de miere

Numarul mierilor monoflore care se pot recolta in Romania este relativ
redus. Unele dintre ele se recolteaza in cantitati mari de ordinul tonelor (mierea de
salcam), altele au o productie limitata, ele provenind de la plante a caror arie de
raspandire geografica este relativ mica.

Mierea poliflora se obtine din nectarul florilor mai multor plante, dar nici una
dintre acestea nu predomind. Din acest motiv, gustul si culoarea pot fi diferite. Este
considerata o miere " completa".

< Mierea de salcam

Mierea de salcdm este produsa de albine din nectarul florilor de salcam,
Robinia pseudocacia. Salcamii Robinia sunt originari din America, dar productia lor
este caracteristica mai mult pentru Europa si in special pentru Europa de Est.

Pe teritoriul romanesc salcamul Robinia pseudocacia poate forma adevarate
paduri sau poate creste izolat. Padurile foarte mari care se gasesc in nordul tarii
sau in sud, produc nectar suficient pentru o recolta pura sau aproape purd de miere
de salcdm. Insa, productia depinde foarte mult de conditiile meteorologice cum sunt
ingheturile tarzii, ploile reci de primavara si vanturile puternice.

Salcamii infloresc in a doua jumatate a lunii mai, iar mierea se recolteaza in
iunie. Aceasta miere are multa finete si este cea mai limpede miere care se
recolteaza in Romania (maximum 30 mm pe scara Pfund). Continutul in apa este
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mai mic de 18%, pH-ul este aproape de 4 si aciditatea destul de slaba (de ordinul a
14 meqg/kg). Conductibilitatea electrica foarte scazutd, este in conformitate cu
continutul in materii minerale mai mic de 0,1%. Spectrul zaharurilor se remarca prin
bogatia in levuloza (aproximativ 50% din substanta uscatd) si sdracd in glucoza
(34%). Zaharurile secundare sunt in procent de aproximativ 10% dizaharide
(zaharoza si maltoza) si 3% erloza, un zahar specific mierii.

Datoritd compozitiei, viteza de cristalizare foarte scazuta, uneori nuld, chiar
si dupa cativa ani, mierea de salcam poate sa ramana lichida.

Spectrul polinic redus ne indica faptul ca mierea este foarte pura. Deoarece
florile de salcam sunt sarace in polen, mierea este si ea saraca in polen contindnd
adesea mai putin de 10.000 grauncioare de polen in 10 g. Spectrul polinic difera
foarte mult de la tara la tara, spre exemplu, polenul de Loranthus europaeus,
planta ce se aseamdna cu vascul, constituie un indicator al originii danubiene.

In Romania, prima recolta de miere monoflora este cea de salcam, situdndu-
se pe primul loc in preferintele consumatorilor de miere atat din tara cat si din tarile
importatoare de miere romaneasca. Mierea de salcdm este singurul sortiment de
miere florala la care calitatea se esaloneaza pe 3 clase, cuprinzand in plus ,,calitate
superioara"[16].

Calitatea superioara a mierii se refera la fnsusirile superioare, reale,
caracteristice pe care mierea de salcam le are.

Mierea de salcam de calitate superioara trebuie sa indeplineasca in plus
urmatoarele conditii fata de mierea de calitatea I-a si a II-a:

- culoare cat mai deschisa, cat mai aproape de incolor;
- fluiditate desavarsita, fara urme de cristale.

Intervalul colorimetric admis este 0-12 mm, determinarea culorii facandu-se
cu ajutorul etaloanelor de culoare.

Proba de miere este introdusa in borcane identice cu etaloanele (dimensiuni,
grosime si culoare a sticlei). Privind prin transparenta esantionul de miere folosit la
stabilirea indicelui colorimetric se apreciaza fluiditatea mierii. Aceasta trebuie sa fie
perfect limpede, lipsita total de opalescenta. Limitele de culoare si fluiditatea
perfecta a mierii de salcAm de calitate superioara se impune a fi respectata
fntocmai, orice modificare indicand o scadere a calitatii.

Totodata, garantarea necesara sa se facd pentru o perioada de cca. 2 ani,
avand in vedere cd stocul de miere se conditioneazd in decurs de peste un an,
perioada in care indicele colorimetric creste. In timpul stocdrii, mierea opalescenta
va cristaliza. Termenul de garantie pentru produsul finit este de 1 an din momentul
livrarii.

Pentru a se face diferenta dintre mierea de calitatea I-a si cea superioara,
este necesar ca mierea de calitate superioard sa corespunda unor exigente de ordin
organoleptic (culoare deschisa, fluiditate perfecta).

Datoritd nectarului si a polenului de salcdm (Robinia pseudacacia) foarte
deschis la culoare, mierea de salcdm va avea un indice colorimetric scazut (sub 12
mm). Acest indice variaza in functie de gradul de impurificare a culesului monoflor.

Examinand microscopic sedimentul mierii se stabileste cu precizie modul in
care a fost produsa mierea, puritatea culesului, speciile florale care duc la scaderea
caracterului de ,,miere monoflora", depozitarea in faguri pe langa nectarul prelucrat
de albine si a solutiilor folosite in hraniri.

Fluiditatea mierii de salcdm si durata mentinerii acesteia este strict
conditionata de compozitia sa chimica, depinzand de sursa florald. Cu cat este mai
mare concentratia nectarului de salcdm in raport cu nectarul altor flori, cu atat
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posibilitatea de a apdrea cristalizarea este mai mica, deoarece si raportul
glucoza/fructoza si glucoza/apa vor fi mai mici.

Principala flora vizitata de albine in timpul culesului de salcam este rapita.
Aceata este unul dintre cele mai reprezentative exemple de flord meliferd, mierea
obtinuta caracterizandu-se printr-un proces rapid de cristalizare. Prin prezenta
rapitei in sedimentul polinic, se anticipeaza cu certitudine ca lotul de miere analizat
va cristaliza in scurt timp. Depistarea cristalelor in miere se face la microscop, in
lumina polarizata.

Efectuarea culesului in masive compacte de salcam, plantate pe terenuri
nisipoase, unde flora spontand erbacee melifera este extrem de redusa cantitativ si
ca diversitate, asigura obtinerea unei mieri de salcam de calitate superioara. In
marile plantatii de salcdm sunt si zone in care creste gladita (Gleditschia
triacanthos), planta care duce la inchiderea culorii mierii. Acest neajuns se evita prin
extractia imediata a mierii de salcam, inflorirea gladitei are loc aproape consecutiv
cu salcdmul. Descrierea diferitelor analize la care este supusa proba de miere in
laborator are ca scop evidentierea faptului ca :

1 - aceste determinari ne permit sa cunoastem cauzele care produc schimbari
nedorite in aspectul mierii de albine de salcam ;

2 - efectele acestor cauze multiple se rezuma in principal la cele 2 aspecte de
calitate, adica culoarea si fluiditatea.

Examinarea mierii de albine de salcam - facuta chiar si numai cu ajutorul
,,indicelui colorimetric-etalon", refractometrului si a unei deosebite competente da
informatii certe asupra calitdtii pe care un anumit lot de miere le are pentru a fi
incadrat la ,,calitate superioara".

< Mierea de tei

Acest tip de miere face parte din categoria celor mai bune si mai apreciate
sorturi de miere, bogatd in vitamine (mai ales vitamina B1 (tiamina)) si aminoacizi.
In sedimentul ei granulele de polen ajung pana la 70-80 % , uneori contindnd si o
cantitate insemnata de mana.

Deoarece aroma mierii de tei este foarte puternicd, aceasta se poate
amesteca cu alte sorturi de miere sau cu miere poliflord, pentru a-i diminua din
gust. Culoarea mierii de tei este usor galbuie avand uneori reflexe verzui. Spre
toamna, mierea cristalizeaza cu cristale de culoare alba, primind o consistenta
untoasa si un gust atragator.

Romania poate fi considerata ca si o tara mare producatoare de miere de
tei. Se intampla ca in apropierea anumitor masive forestiere sau a unor parcuri
foarte mari sa se recolteze miere de tei foarte caracteristice.

“ Mierea de floarea-soarelui
Cristalizarea mierii de floarea-soarelui se declanseazd repede datorita
continutului mare de glucozd. Uneori cristalizeaza chiar in faguri de aceea extractia
ei trebuie sa se faca cat mai repede. In sedimentul ei granulele de polen ajung
uneori pana la 100 %. Axeasta miere are un gust unic, iar culoarea ei variaza de la
auriu la galben mustar.

< Mierea de rapita
Mierea de rapitd se obtine din flori de Brassica napus var, planta ce se
gaseste aproape peste tot, cu exceptia regiunilor de munte. Recoltarea ei se face in
lunile mai-iunie daca provine din insamantarile de toamna si in iulie-august la rapita
de primavara care infloreste mai tarziu.
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Mierea de rapita are o coloratie foarte slaba, ce nu depaseste 35 mm pe
scara Pfund (care este gradata de la 0 la 140 mm), mirosul este cel al florilor de
rapita, gustul este dulce, fara a avea o caracteristica anume.

Datorita faptului cd, existd tendinta de a se recolta mierea fnainte de
maturarea completd pentru a nu cristaliza in faguri, continutul de apa a mierii de
rapita este in jur de 18%. Valoarea pH este 4 si aciditatea de ordinul a 15 meq./kg.

O conductibilitate electrica foarte scazuta indica o cantitate mica de
substante minerale. Spectrul zaharurilor este dominat de glucoza (48%), urmat de
fructoza (44%) si de zaharurile minore (4,5%). Cristalizeaza spontan si foarte rapid,
in stare foarte pura, mierea de rapita poate sa cristalizeze inca de la extractie, mai
ales daca timpul este racoros. De aceea, trebuie ca mierea sa fie trecuta printr-un
maturator cu termostat [1].

In spectrul polinic al mierii de rapita se observad continutul mare de polen de
rapita care este 95% sau chiar mai mult. In aceste conditii, polenurile secundare
sunt rare apartinand unei flore destul de banala cum ar fi pomi fructiferi, papadie si
salcie. Recoltarea mierii de rapita se face in multe tari din Europa si America, in
Canada aceasta depasind extragerea mierii de trifoi care constituia inainte prima
resursa meliferd a acestei tari.

“ Mierea de salcie
Mierea cu o culoare galben deschis spre auriu, cu o aroma deosebita, uneori
cu gust usor amarui, este foarte bogata in vitamine (in special B6 si C). Zaharisirea
ei se face cu cristale foarte fine.

“ Mierea de coriandru
Are o culoare deschisa, asemanatoare cu cea de salcie. Deoarece in primele
2 saptamani de la extractie are un gust nepldacut, ea trebuie ldsatda in maturator
descoperita. Astfel, va pierde acest gust ajungand o miere suava excelenta.

< Mierea de menta
Aceastda miere se recolteaza in cantitati mari in Delta Dunarii si zonele de
inundatie ale acesteia. Are culoare verde spre brun - roscat, un gust dulce, savoarea
mentei, o consistenta uniformd, vascoasa, care cristalizeaza in granule fine,
incomplete. Este foarte cdutatd datorita calitatilor nutritive si terapeutice continand
o cantitate mare de vitamina C.

% Mierea de trifoi
Este una dintre cele mai populare din intreaga lume, fiind produsa pe scara
largd in Canada si Noua Zeelandd. Aceasta este consideratd cea mai bund ca
savoare si prezentare (cristalizeaza lent). Culoarea mierii de trifoi variaza de la alb
pana la cea a chihlimbarului, acest lucru datorédndu-se zonei in care este cultivat
trifoiul, dar si speciei de trifoi de la care provine (alba la trifoiul alb pitic, galben-
rosiatica la celelalte varietati). Este bogata in vitamine, in special B1, B2 si C.

“ Mierea extraflorala
Este mierea extrasa din nectarul secretat de alte parti ale unor plante, altele
decét florile, unde se gasesc glande nectarifere. Dintre aceste plante amintim
porumbul, secara, mazarichea sau unii arbori cum ar fi marul, prunul, nucul, plopul,
stejarul, artarul, frasinul sau mesteacanul. Aceasta secretie extraflorala apare pe
frunze in noptile racoroase ce urmeaza unor zile toride. Albinele o aduna dimineata,
grabindu-se sa o prelucreze in miere deoarece, odata cu incalzirea atmosferei,

BUPT



1.4 - Mierea - produs final 29

partea apoasa se evapora si nu o mai pot recolta. Mierea extraflorala are o greutate
specifica mai mare decat a mierii obisnuite si o culoare putin mai inchisa. Fata de
mierea florald, aceasta are un continut mai mare in zaharuri predominante (fructoza
si glucoza), in unele zaharuri inferioare ca dextrina, melezitoza, precum si in saruri
minerale.

< Mierea de mana

Este mult mai bogata in saruri minerale decat mierea florald, prezentand un
mare interes terapeutic datoritd cantitatilor mari de calciu si magneziu. Are o
valoare deosebita pentru consumul uman si datorita continutului mare de inhibina,
care este un bactericid foarte puternic. Procentul redus de gluzoza si bogatia in
dextrine si substante minerale o pastreaza ani de zile in stare lichida. Uneori, mierea
de mana este atat de vascoasa, incat se extrage din celule prin topirea fagurilor.

Mierea de mana nu este recomandatd ca hrana pentru albine pe timp de
iarnd deoarece provoacd intoxicatii grave, degenerescenta si necrozd. Aceste
fenomene pot apdrea si vara, pe timp de seceta. Insa, poate fi folositda mierea de
mana de conifere al carui continut in zaharuri digestibile este mai mare, albinele de
munte fiind obisnuite sa consume o astfel de hrana.

Mierea de mana este de mai multe feluri in functie de arborii de la care
provine: de stejar, de brad, de molid etc. Mierea de mana a pinului este deschisa la
culoare pastrandu-si transparenta si fluiditatea mult timp.

Mierea de brad are un gust dulce, deosebit, asemanator maltului, iar
culoarea intensa poate ajunge pana la negru (coloratia este mai mare de 65 mm pe
scara Pfund).Mierea de brad are o vascozitate normala, un pH in jur de 5 si
conductibilitate electricd ridicatd, datorita continutului mare in substante minerale.
In compozitia ei domina fructoza in proportie de 37 %, urmata de glucoza - 32%,
aproximativ 11% dizaharide si peste 10% melezitoza. Continutul in apad este mic
ajungand chiar mult sub 18%.

s Miere de afine
Acesta miere se obtine din florile tufisurilor de afine si este o miere de
culoarea ambrei cu gust placut de afine.

“ Miere de mure
Nectarul este colectat de albine din florile tufisurilor de mure. Este de
culoare aurie, fiind mult mai aromata si mai dulce decéat alte sorturi de miere
obtinute din fructe de padure.

% Miere de papadie
Are o culoare galbena intensa, asemanatoare florii din care provine, iar
gustul este puternic erbaceu. Aceast tip de miere cristalizeaza rapid.

“ Miere de dovleac
Acest tip de miere sezonier provine din florile de dovleac, a carui perioada
de inflorire este de scurtd duratad, iar cantitatea de nectar per floare este relativ
redusd. Mierea de culoarea ambrei intunecate si cu o aroma usor florala se
recolteaza mai ales la inceputul toamnei.
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“ Miere de portocale
Avand ca si sursa diverse tipuri de citrice are un gust specific cu aroma
fructata si o culoare deschisa. Acest sort de miere se extrage mai ales in Spania si
Mexic, dar si in SUA.

“ Miere de eucalipt
Tara de origine a acestei mieri este Australia, dar este produsa pe scara
larga si in California. Deoarece provine de la o planta ce cuprinde peste 500 de
specii distincte si numerosi hibrizi, culoarea si gustul variaza foarte mult, tinzand in
general spre un gust floral usor mentolat.

“ Miere de avocado
Se produce pe scara larga in sudul Mexicului, in America Centrala, Australia
si alte regiuni tropicale. Este de culoare inchisa si are o aroma foarte bogata.

< Miere de hrisca
Mierea extrem de densa si inchisa la culoare este produsa in Canada si SUA
(Minnesota, New York, Ohio, Pennsylvania, Wisconsin). Mierea de hrisca are in
compozitia sa mult mai multi antioxidanti decat alte tipuri de miere, fiind totodata
foarte bogata in fier.

“ Miere de manuka
Nectarul cules de albine pentru extragerea mierii este secretat de un arbore
de ceai ce creste in regiunea de coasta a Noii Zeelande. Aceasta miere unica in lume
are puternice proprietati antibacteriene, antivirale si antioxidante.

“ Miere de castan

Mierile de nectar foarte pure sunt relativ deschise la culoare, deosebindu-se
de amestecurile de miere de nectar si miere de mana care sunt mai inchise. Gustul
lor este foarte pronuntat si amar. In Romania extractia mierii se face in luna iunie,
productia mierii de castan avand o importanta deosebita.

In compozitia sa fructoza se gdseste in cantitate mai mare decat glucoza
ceea ce face sa cristalizeze incet. Sunt bogate in diastaza si in inhibina, iar
conductibilitatea lor electricad este ridicata.

% Miere de rododendron
Aceste mieri sunt foarte deschise la culoare, cu gust dulce care cristalizeaza
foarte incet fiind foarte bogate in fructoza si zaharoza. Mierea de rododendron
toxica, din cauza prezentei in nectar a andromedotoxinei, provine de la specia R.
ponticum, prezenta in Asia Mica.

< Miere de lavanda

Caracteristicile mierilor otinute din nectarul diferitelor specii si subspecii din
genul Lavandula sunt diferite de cele ale mierilor extrase din nectarul hibrizilor
cultivati sub numele de lavandind. Avand polenul foarte pigmentat, lavanda da
mieri mai colorate decat cele de lavandina, care este foarte deschisa la culoare. Cele
mai inchise mieri de lavanda ating 55 mm pe scara Pfund.

Indiferent de provenienta, mierile sunt foarte parfumate, cu aroma
deosebitd, continutul in apa fiind in jur de 17%, cu un pH in jur de 3,5 si o aciditate
totala relativ mare egald cu 34 meq./kg. Deoarece inflorirea lavandei si lavandinei
are loc in plind vara, extragerea se face spre sfarsitul lunii august. In spectrul

BUPT



1.4 - Mierea - produs final 31

zaharurilor levuloza se gaseste in jur de 42%, glucoza 39%, iar dizaharidele, in
special zaharoza, sunt in cantitate mare, de aproximativ 13%. Mierea de lavandina
cristalizeaza mult mai repede si cu granulatie fina fata de mierea de lavanda fina.

Datoritd continutului scdzut in substante minerale conductibilitatea electrica
este joasa. In ceea ce priveste spectrul polinic, mierea de lavanda este bogata in
polen de lavanda, dezvoltat normal, in timp ce polenul de lavandina este foarte
putin abundent. Aldturi de polenurile de lavanda sau de lavandina apar polenuri
caracteristice florei tarii din care se recolteaza.

“ Mierea de rozmarin

Este mierea extrasa de albine din nectarul plantei numita rozmarin, frecvent
intalnita Tn unele regiuni ale tarii noastre si in diferite tari din bazinul mediteranean
si a carei inflorire dureaza din noiembrie pana in mai, perioada maxima fiind in luna
aprilie. Recoltarea acestei mieri se va face in mai. Continutul in apa este mai mic de
17,5%.

Cand sunt foarte pure, aceste mieri au gust foarte fin. Gustul se
accentueaza cand mierea de rozmarin este combinata cu miere de cimbrisor, planta
care infloreste in aceeasi perioada si in aceeasi zone ca si rozmarinul. Intensitatea
culorii este de maximum 35 mm pe scara Pfund, pH-ul este in jurul valorii de 3,8,
iar continutul in substante minerale este scazut. Continutul in zaharuri este: 39%
glucoza, 43% fructoza, 13% dizaharide (in special maltozd) si aproximativ 2%
erloza.

Cristalizarea are loc rapid, granulele fiind de dimensiuni mici. Prin
examinarea spectrului polinic al mierilor de rozmarin, se poate face deosebirea neta
intre mierile de rozmarin produse in diferite tari. Polenul de rozmarin poate fi
reprezentat foarte diferit in functie de regiunea de productie, fiind supus unor
variatii importante. O miere de rozmarin autentica poate sa nu contind mai mult de
10% polen de rozmarin, fiind un lucru obisnuit sa se gaseasca mai mult de 30 de
tipuri de polen in aceeasi miere.

“ Mierea de iarba-neagra

Planta denumita iarba-neagra (Calluna vulgaris) este o planta comuna care
se gaseste pe vaste terenuri silicioase formand un covor continuu sub pinii maritimi.

Mierea de iarba-neagra devine inconfundabila prin savoarea puternica, usor
amaruie si mirosul puternic de floare.

Continutul de apa (in jur de 22-23%) al mierii de Calluna pura este anormal
de mare pentru o miere obignuitd. Este tixotropa datoritd unei proteine care se
gaseste In nectar si care poate ajunge pana la 2% din greutatea mierii. Aceasta
structura de gel nu ii permite extractia din faguri prin metodele obisnuite. Pentru a
putea fi adusa in starea de solutie se folosesc aparate speciale numite
"perforatoare”. Mierea de iarba-neagrd se poate obtine in stare pura datoritd acestei
proprietati uimitoare, prin extractia dubla. Incdlzind incet mierea de iarba neagra,
se obtine o gelificare mai intensa. Prin pasteurizare la 65°C timp de cateva minute
sunt distruse drojdiile si are loc gelificarea, obtindndu-se o miere care se pastreaza
bine Tn ciuda unui procent de umiditate foarte ridicat.

Tixotropia mierii de iarba-neagra are o influentd deosebitd asupra
cristalizarii. Cristalele cresc pe loc, forméndu-se cristalele care pot atinge 1 sau 2
mm in diametru fiind aglomerari aproape sferice si foarte dure. Coloratia acestei
mieri merge spre rosu atingand 85 mm pe scara Pfund. Conductibilitatea electrica si
continutul in substante minerale este ridicat pentru o miere de flori, pH-ul este
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cuprins intre 4 si 4,6. In spectrul zaharurilor predomind net fructoza. Aceastd
compozitie favorizeaza o viteza mica de cristalizare.

De asemenea, ca o caracteristica originala este continutul foarte bogat in
amilaza. Spectrul polinic al mierii de iarba-neagra poate fi mult modificat prin modul
de extractie. Chiar si o miere foarte pura de iarba-neagra poate sa contina ca polen
dominant o specie total diferita, ca de exemplu polen de castan. O flord secundara
destul de variata face deosebirea dintre mierile de iarba-neagra provenite din
regiuni sau tari diferite [1].

< Mierea de crusin (Rhamnus frangula)
Sunt mieri cu aroma foarte delicata, de culoare medie, avand aceleasi
proprietati medicinale ca si planta din care provin.

“ Mierea de sparceta (Onobrychis sativa)
Mierile de sparcetda sunt de calitate bunad, au o culoare putin mai inchisa
decat cele de trifoi, dar sunt mult mai parfumate. Continutul in apa este scazut, iar
cristalizarea se realizeaza relativ fin.

“ Mierea de arbori fructiferi (Prunus sp., Pirus sp. etc.)
Cel mai adesea, in Romania, aceste mieri provin de la merii din regiunile de
deal cu inflorescentd abundentd. Sunt mieri de calitate buna, deschise la culoare,
rar se gasesc in stare pura, care cristalizeaza foarte repede cu granule fine.

% Mierea de maracine (Rubus sp.)
Este o miere de calitate buna, care cristalizeaza incet si care are o culoare
deschisa.

< Mierea de pufulita (Epilobium spicatum)
Se recolteaza in stare pura pe scara larga in Marea Britanie si in cateva tari
din nordul Europei. Aceste mieri deschise la culoare, de calitate excelenta si cu un
gust agreabil cristalizeaza fin.

< Mierea de arbatus (Arbatus unedo)
Sunt mieri relativ pure care nu se recolteaza decat in Corsica. Gustul foarte
amar este bine cunoscut.

1.4.4. Mierea si beneficiile ei terapeutice

Mierea are numeroase beneficii terapeutice, fiind utilizatd in pediatrie, la
cresterea rezistentei la oboseala psihica si intelectuald, este recomandata in astenie,
convalescentda, anorexie, slabire, intarzierea cresterii, dentitia deficitara, afectiuni
digestive, infectii intestinale, constipatii, ulcerul gastric si duodenal, hepatita
cronica, ciroza, afectiuni cardiovasculare (regleaza ritmul cardiac diminuand
tensiunea arteriala), metabolice, de nutritie, dermatologice (favorizeaza
cicatrizarea), neuropsihice, stari depresive, insomnii, astm bronsic, diabet si
intoxicatii. Valorile nutritive ale mierii sunt extrem de importante.

Mierea este o sursa de energie datoritd continutului mare n zaharuri direct
asimilabile de organism (glucoza, fructoza). Puterea superioara de indulcire a mierii
este datd de zaharozad. Fructoza, absorbita mai incet decat glucoza prin prezenta ei
in intestinul subtire influenteaza schimburile de apa, avand efecte benefice la nivelul
pH-ului si al florei intestinale. Prin natura lor, zaharurile din miere oferd o anumita
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hepatoprotectie. Glucoza trece in sange, iar fructoza este stocata in ficat, ea fiind
baza unei rezerve de energie care se poate mobiliza rapid. Metabolizarea ei este in
stransa relatie cu o actiune de dezintoxicare la nivelul ficatului, avand puterea de a
diminua efectele alcoolului asupra ficatului.

Mierea detine importante proprietati antiseptice si antibacteriale. Efectul
antiseptic este dat de activitatea redusa a apei care duce la formarea osmozei.

Polifenoli prezenti in miere sunt antioxidanti care ajuta la prevenirea si
tratarea anumitor boli precum si la intarirea sistemului imunitar. Continutul de
vitamina C existent in miere in cantitati diferite in functie de sursa de nectar, creste
rezistenta organismului la infectii, impiedica astenia si favorizeaza absorbtia fierului.

Continutul in numeroase minerale precum K, Na, Ca, Mg, participd in mod
activ la constructia celulelor si tesuturilor, in timp ce altele cum sunt Fe, Cu, P, au
rol in activarea celulelor vii influentand benefic reactiile care stau la baza dereglarii
si utilizarii energiei [1,2].

1.4.5. Proprietatile mierii
1.4.5.1. Proprietati fizice ale mierii

> CULOAREA - este foarte diferita in functie de tipul de miere, ea variaza de la
incolor pana la neagru. Mierea de nectar este in general de culoare galben3,
rar se intdlneste nuanta maro pana la verde.

» AROMA - depinde de speciile de plante de la care provine nectarul. Aroma
este data de continutul de uleiuri eterice prezente in compozitia mierii.

> GUSTUL - este dulce, iar savoarea este in functie de provenientd si de
compozitie. Acidul gluconic, prolina si taninurile influenteaza foarte mult
gustul mierii. Atunci cand in spectrul zaharurilor predomina fructoza mierea
este foarte dulce. Prin fermentare primeste un gust acrisor.

> VASCOZITATEA - este influentata de continutul in apa si temperatura.
Proaspata, mierea se prezinta sub forma semilichidd, semitransparenta,
densa care incepe treptat sa se cristalizeze si sa se intareasca.

> HIGROSCOPICITATEA - proprietatea mierii de a absorbi in anumite conditii
umiditatea din aerul atmosferic.

> GREUTATEA SPECIFICA - se modifica in functie de evolutia procentului de
apa.

> DEVIEREA LUMINII POLARIZATE - indica natura zaharurilor din miere si prin
aceasta posibilitatea stabilirii provenientei mierii.

> TURBIDITATEA - mierea naturala contine fintotdeauna, in suspensie,
particule solide sau materii coloidale fiind usor tulbure chiar daca este bine
filtrata.

1.4.5.2. Proprietati chimice

Compozitia chimica a mierii este influentata de numerosi factori precum
compozitia materiei prime (nectar sau mana), calitatea si abundenta acesteia, clima,
modul de exploatare a albinelor, modul de recoltare, conditionarea si conservarea
mierii.

Compozitia chimicd este complexa, cuprinzdand grupe de substante
anorganice si organice solubilizate sau dispersate in apa existenta in miere.
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Constituentii majori ai mierii sunt apa si substantele zaharoase. Acestea
reprezintd 99% din compozitia ei.

Prin cantitatea de apa prezenta se poate aprecia gradul de maturitate a
mierii si tot de continutul in apa depinde conservarea si cristalizarea ei. In conditii
optime umiditatea mierii conservate este cuprinsa intre 17-18%.

Continutul de apa al nectarului este de peste 50%, dar scade treptat pe
masura ce fagurii sunt umpluti, umiditatea ajunge la maximum 20% in momentul
capacirii. Procentul de apa din miere este invers proportional cu gradul de umplere
al fagurilor. Datoritd proprietatilor higroscopice, o umiditate atmosferica ridicata
determina cresterea umiditatii atat in stup, cat si in miere. In locurile de depozitare
umiditatea atmosferica nu trebuie sa fie mai mare de 60%. Mierea cu continut
ridicat de glucoza, este mai higroscopica ceea ce face ca perioada de conservare a
acesteia sa scada. Pentru a elimina acest neajuns ea trebuie pdstrata in vase etanse
si in Tncaperi uscate. Mierea cu un raport subunitar glucozad/fructoza poate fi
destinata unei consum indelungat. Deoarece substantele zaharoase sunt principalii
constituenti ai mierii, aceasta poate fi considerata o solutie concentrata de zaharuri.

Cele mai reprezentative glucide din miere sunt monozaharidele fructoza si
glucoza si dizaharidul zaharoza format din legarea chimica a glucozei de fructoza.
Specia florala influenteaza foarte mult raportul intre aceste trei zaharuri, astfel ca
raportul fructozd/glucoza din miere depinde direct de compozitia nectarului. In
mierea florala raportul este de 1,15, exceptand mierea de salcadm in care cantitatea
de fructoza este mai mare si in care acest raport are valoarea de 1,35.

Odatd cu scaderea continutului de apa din miere creste continutul de
substante glucidice formandu-se substanta uscata.

Cristalizarea este un fenomen natural pentru toate sorturile de miere florala
romaneasca cu exceptia mierii monoflore de salcdm si a mierii de mana. Un continut
de apa peste limite normale intarzie declansarea cristalizarii, cristale nedistribuindu-
se uniform in toata masa.

O alta componenta chimica a mierii este Hidroximetilfurfurolul (HMF) care se
formeaza prin transformarea monozaharidelor in prezenta acizilor sub influenta
temperaturii. In momentul extractiei continutul in HMF este infim, acesta crescand
in timpul depozitarii si in special sub influenta unor surse de caldura. Dupad un an de
zile continutul in HMF nu depdseste 1 mg/ 100 g produs in mierea pastrata in
depozite racoroase.

Substantele nezaharoase, reprezentate prin acizi organici, proteine, enzime,
saruri minerale si vitamine determina valoarea bilologica si specificul mierii, desi ele
se gasesc in cantitati reduse, de aproximativ 2%.

Fermentii (enzimele) sunt catalizatori biologici care din punct de vedere
structural sunt compusi organici cu caracter proteic formati dintr-o componenta
proteicd (apoenzima) si o coenzima, care determina activitatea catalitica a enzimei.
Actiunea enzimelor este reversibila, aceastd proprietate se exercita atdt asupra
reactiilor de descompunere, cat si asupra celor de sinteza.

Activitatea enzimelor este influentatd de numerosi factori precum
temperatura optima de activitate, reactia mediului, influenta razelor ultraviolete si
prezenta electrolitilor care pot stimula sau inhiba activitatea enzimelor. La 80°C
enzimele sunt total distruse, iar la temperaturd scazutda se conserva. Enzimele din
miere au pH intre 4-7, pH-ul mic favorizand activitatea invertazei, iar pH-ul mare,
pe cea a amilazei.

Principalii fermenti din mierea de albine sunt carbohidrazele: invertaza,
zaharaza si amilaza.

BUPT



1.4 - Mierea - produs final 35

Invertaza si zaharaza actioneaza asupra zaharozei, scindand-o in glucoza si
fructozd. Amilaza prin alfa amilaza (amilaza dextrinogend) actioneaza asupra
amidonului pe care il transforma initial in dextrine, iar in final in maltoza si beta
amilaza (amilaza zaharogend), care actioneaza asupra amidonului pe care Il
transforma direct in maltoza.

Acizii din miere sunt acizi organici, care influenteaza pozitiv gustul si aroma,
contribuind si la accentuarea efectului bacteriostatic.

Un important factor de tamponare a aciditatii mierii il reprezinta elementele
minerale care contribuie la realizarea echilibrului acid-baza. Predomina potasiul, dar
in diferite cantitati se mai gasesc si fier, fosfor, cupru, siliciu, sodiu, magneziu,
aluminiu, mangan, clor, sulf precum si cantitati infime de crom, litiu, nichel, plumb,
cositor, zinc, argint, bariu, aur, germaniu, strontiu, bismut, vanadiu, beriliu.

Valoarea mierii de albine este data si de vitaminele prezente in compozitia ei
care provin in exclusivitate din polenul si nectarul plantelor.

Principalele vitamine hidrosolubile sunt: Vitamina B1 (tiamina), Vitamina B2
(riboflavind), Vitamina B6 (piridoxind), Vitamina PP (niacind), Vitamina H (biotind),
Vitamina B12 (cianocobalamind), Vitamina C (acid ascorbic), acid pantotenic, acid
folic. Pe langa acestea exista si vitamine liposolubile precum Provitaminele A,
Vitamina K.

In cantitdti mici, in miere se identifica si proteine, reprezentate de
aminoacizii liberi proveniti fie direct din sursa de nectar, de mana, sau din secretiile
glandulare ale albinei. Cei mai importanti sunt: lizina, treonina, valina, metionina,
izoleucina, leucina, fenilalamina, triptofan.

Lipidele sunt in cantitati foarte mici, sub forma de acizi grasi: oleic, lauric,
stearic, linoleic.

Componentele microscopice ale mierii sunt constituite din granule de polen,
cantitati foarte reduse de ciuperci, alge, levuri, indicatorii de mana, granule de
amidon precum si alte particule solide provenind de la recoltare. Mucegaiurile si
gumele pot sa depaseasca 5%. Prin prezenta lor cresc vascozitatea si dau mierii un
aspect cleios, neplacut.

1.4.6. Tehnologia recoltarii si extractiei mierii
1.4.6.1. Modul de executie

Producerea mierii de catre albine este un proces complex de transformare a
materiei prime in miere, incepdnd cu recoltarea si terminandu-se cu capacirea
celulelor din faguri. Cu ajutorul aparatului bucal (trompa) albinele lucratoare aduna
nectarul sau mana, le amestecd cu saliva in gusd, dupa care transfera continutul
zaharat albinelor din stup ce il prelucreaza in continuare, pana la obtinerea
produsului finit.

Culesul principal reprezinta sursa melifera de la care albinele strang cea mai
mare cantitate de nectar dealungul anului. Culesul de productie se realizeaza atunci
cand timpul este prielnic si infloritul nu este compromis, in aceste conditii
recoltdndu-se cantitati insemnate de miere.

De pe urma culesului de intretinere se obtin cantitati ce pot fi consumate pe
parcursul anului in familiile de albine.

Momentul Tncetarii fiecarui cules de productie reprezinta o etapa importanta
a anului apicol, cand eforturile si priceperea apicultorului se vor converti in cantitdti
mai mari sau mai mici de miere sau produse apicole. Incetarea culesului se poate
aprecia in mod practic urmarind scaderea intensitdtii de zbor a albinelor sau
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indicatiile cantarului de control montat in stupind care determina intensitatea
culesului prin diferentele in greutate inregistrate de céntar/unitatea de timp. De
asemenea, in lipsa culesului albinele devin mult mai agresive, atacdnd persoanele
aflate in raza lor de zbor. Momentul in care incetezé culesul este deosebit de
important in procesul de recoltare si extractie a mierii din faguri, deoarece extractia
acesteia trebuie terminatd cu cateva zile inainte de incetarea culesului de productie
[17].

Actiunea de recoltare a fagurilor din stup incepe atunci cand mierea este
suficient de maturata. Acest fenomen se urmareste verificand fagurii la un interval
de 2-3 zile, spre sfarsitul culesului principal, prin prezenta coroanei cu miere
cdpdcitd, existand astfel siguranta cd prelucrarea enzimaticd a mierii s-a finalizat,
iar continutul in apa a ajuns la maximum 18-20%. In timpul culesurilor recoltarea
de la stupi se face spre seara, cand zborul albinelor a incetat. Insd, in perioadele
lipsite de cules recoltarea fagurilor cu miere se executa dimineata si foarte repede.
Folosind afumatorul si dalta apicultorul controleaza fiecare stup in parte in vederea
recoltarii fagurilor de miere. Pentru a nu afecta calitatea produsului se impune
manuirea cu atentie a afumatorului, protejand astfel fagurii de funingine si praf.
Pentru indepartarea albinelor se poate folosi si peria apicold, insa cu mare atentie
pentru a nu deprecia prin lovire fagurii.

Izgonirea albinelor de pe faguri la stupii de tip vertical in vederea sporirii
productivitatii muncii se poate face prin folosirea podisoarelor prevazute cu
izgonitor. Metoda presupune folosirea de podisoare speciale prevazute cu panza de
sac, care asigura retinerea si evaporarea rapidda a unor substante chimice
insectifuge. Acestea fiind asezate deasupra corpului sau a magazinului determina
albinele aflate in interior sa retraga in corpurile sau magazinele inferioare intr-un
timp foarte scurt. Se mai poate folosi si izgonitorul cu jet de aer care este un aparat
electric portabil, ce produce un jet de aer reglabil. Metoda prezinta avantaje fata de
folosirea substantelor chimice intrucat familiile se reorganizeaza usor, iar procesul
de evaporare a apei din mierea necadpacita este intensificat [18].

Apicultorul controleza fiecare stup in parte, depistand in vederea recoltarii,
mai intai fagurii cu miere din magazinele sau corpurile superioare. Evitand strivirea
albinelor se aleg din stupi ramele cu faguri destinati extractiei, urmand ca recoltarea
propriu-zisa a acestora sa se efectueze dupa 1-3 zile. Nu se vor recolta fagurii ce
contin puiet necdpdacit intrucidt prezenta acestuia are in aceasta perioada o
importantd deosebita pentru dezvoltarea familiei de albine. De asemenea, pentru a
asigura cantitatea de miere planificatd pentru iernarea familiilor de albine de la
culesurile principale, apicultorul va alege in timpul lucrarilor de recoltare numarul
necesar de rame, cu faguri uniform claditi, de culoare mai inchisa si miere complet
capacita. Acesti faguri vor fi ldasati in stup sau se vor depozita in conditii optime de
dezinfectie si temperatura in incaperi bine aerisire pana la folosire.

Recoltarea mierii in sectiuni are loc pe masura ce fagurii unor sectiuni sunt
complet capaciti. Recoltarea acestora nu trebuie sa se intarzie, intrucat mentinerea
lor depreciaza aspectul sectiunilor, datorita albinelor din stup.

Fagurii care nu au fost complet capaciti, se dau spre finisare celei mai
puternice familii care eventual se hraneste cu miere extrasa de la acelasi cules.

Fagurii recoltati din stup sunt introdusi intr-o ladita de transportat rame, un
magazin sau stup gol, bine inchis si transportati din stupina in spatiul special
amenajat pentru extractie.

Extractia cuprinde doua operatiuni: descapacirea fagurilor si extragerea
mierii.
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Descapacirea fagurilor se face cu cutitul, dupa care ramele se introduc in
separatorul centrifugal. Fagurii se centrifugheaza pana la extragerea totala a mierii.
In mierea proaspat extrasa se gasesc particule de ceara desprinse din fagure in
momentul descapacirii, fragmente de propolis, mici cantitati de polen, larve si alte
impuritati, de aceea aceasta nu poate fi direct imbuteliata.

Prin conditionarea mierii se intelege totalitatea procedeelor menite sa
asigure purificarea acesteia pentru pastrarea proprietatilor fizico-chimice si biologice
in perioada conservarii. Cele mai importante etape din fluxul tehnologic de
conditionare a mierii sunt prefiltrarea si limpezirea.

Operatia de prefiltrare se realizeaza concomitent cu centrifugarea fagurilor,
astfel fiind eliminate impuritatile grosiere din mierea extrasa.

O alta etapa importanta o reprezinta limpezirea mierii, care se realizeaza in
vase mari smaltuite sau din inox, numite maturatoare, acoperite la gura cu tifon
pentru protectie si in vederea evaporarii surplusului de apa.

Impuritatiile se separa, cele mai grele coboara la baza vasului, iar cele mai
usoare se ridicd la suprafatd de unde sunt inlaturate. Temperatura si inaltimea
maturatorului influenteaza durata de limpezire astfel: un strat de miere cu inaltimea
de un metru, la temperatura de 20°C se limpezeste in aproximativ 5 zile. Procesul
tehnologic de conditionare se continua cu filtrarea, deshidratarea, lichefierea,
cupajarea si cristalizarea dirijata a mierii.

Prin filtrare se pierd 20-40% din substantele valoroase, in special particulele
fine de polen aflate in suspensie.

Depozitarea mierii se face in incaperi curate, uscate, fara mirosuri strdine,
bine aerisite si racoroase (temperatura sa nu depaseasca 14°C) [18,19].

1.4.6.2. Echipamente utilizate in apicultura la extractia mierii

In figurile 2- 5 sunt prezentate echipamentele utilizate in apiculturd la
extractia mierii:

Figura 3 - Storcatoare de miere
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Figura 4 - Refractometru

Figura 5 — Diverse echipamente folosite la extractia mierii
1.4.6.3. Transformari ale mierii

Imb&tranirea mierii
Mierea este considerata ca fiind neperisabild, conservandu-se practic la
infinit. Este comercializata fara precautii, de la un an la altul.

Cristalizarea

Cristalizarea mierii este un fenomen natural care nu altereaza calitatea
produsului, avand consecinte importante pentru conservarea ulterioara a mierii.

In faguri mierea este un produs lichid, toate zaharurile pe care le contine se
gasesc sub forma de solutie in apa. Fiind o solutie suprasaturata, nestabild, sub
influenta diferitilor factori se declanseaza cristalizarea zaharurilor. Unul dintre factori
este temperatura, care prin scaderea ei agraveaza starea de suprasaturare a solutiei
favorizadnd cristalizarea. Un alt factor este existenta unor germeni de cristalizare
(cristale de glucoza microscopice, grauncioarele de polen) care constituie amorsa
fenomenului. Mierea cristalizeaza cu atat mai repede, cu cat continutul de zaharuri
putin solubile in apd precum glucoza este mai mare, decat zaharurile foarte solubile
(levuloza).

Starea lichida a mierii se reda printr-o incalzire moderata care are ca efect
trecerea zaharurilor in solutie.

Fermentarea .

Este un proces nedorit care contribuie la degradarea mierii. In aceasta
situatie mierea va avea intotdeauna o aciditate mai mare decat normala.

In toate mierile naturale exista levuri si ciuperci microscopice care produc
fermentarile alcoolice. Continutul scazut in apa al mierii precum si concentratia mare
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de zaharuri inhiba inmultirea levurilor. Toate mierile care contin mai mult de 18%
apa sunt expuse la o fermentare mai mult sau mai putin rapida si mai mult sau mai
putin totald. Pe langa levuri, pot aparea si alte microorganisme, ce pot sa produca
alte tipuri de fermentari (lactica, butirica, acetica), toate ducand la alterarea mierii.

Cand mierea fermenteazda se constata formarea unei spume abundente
provenita din degajarea de gaz carbonic.

Alte transformari

In functie de compozitia si de temperatura de pastrare, in timpul
imbdatranirii, mierea sufera o serie de transformari. Pentru a bloca complet toate
reactiile enzimatice, mierea trebuie pastrata la temperatura de -25°C. In decursul
unui an sau doi, la temperatura obisnuita, sau chiar scazuta (+4°C), pot sa apara
transformari sensibile. Culoarea se intensificd, creste aciditatea liberd, continutul in
invertaza si amilaza scade, ca si continutul in glucoza, de asemenea, creste relativ
rapid continutului in hidroximetilfurfurol (HMF), substanta care se formeaza din
levuloza in mediu acid. Continutul in aceasta substanta este practic nul in momentul
recoltarii, el crescand rapid sub actiunea tratamentelor termice, spre exemplu, in
cazul retopirii brutale. HMF serveste ca indicator al starii de conservare a mierii,
dacd acesta depaseste 40 mg/kg, se considera ca mierea este improprie pentru
consum.

Deoarece in timpul imbatranirii continutul in inhibina scade, mierea isi pierde
in mod progresiv valoarea antibacteriana.

1.5. Sinteza principalelor legi, hotarari si reglementari
nationale si internationale privind domeniul apiculturii

Uniunea Europeand este cea mai mare piatd de miere din lume. Pentru a
permite exportul de miere in UE tarile exportatoare au nevoie sa puna in practica
legislatia si metodele de control echivalente cu standardele UE.

Un rol important in procesul legislativ din Europa il au Asociatiile de
apicultura. De la nivel national la cel European, acestea pot influenta reglementarile
si implementarea lor.

Alinierea la noua legislatie europeana privind practicarea apicuturii, aduce
dupd sine o serie de noutati atadt pentru apicultorul amator cat si pentru cel
profesionist, dar si pentru procesator care este veriga principala in procesul de
asigurare a securitatii alimentare.

Libertatea comertului cu produse alimentare naturale de calitate, protectia
alimentare se finscriu pe lista obiectivelor comisiilor internationale in domeniul
alimentatiei si sanatatii publice.

Datoritd evolutiei noilor metode de analiza si a echipamentelor de laborator
de Tnalta performanta, comisiile internationale de specialitate ale F.A.0./O.M.S. -
Codex Alimentarius si Comisia U.E. pentru Alimentatie, impun respectarea unor
cerinte foarte stricte de calitate, prin noile conditii de garantie pentru produsele
alimentare de origine animala [20,21].

LIndustria” mierii se confrunta cu noi exigente si aceasta deoarece este
supusa la o serie de factori de agresiune precum poluarea mediului ambiant,
nerespectarea tehnologiilor corecte de crestere si tratare a familiilor de albine,
conditiile de productie sau adaosurile de falsificare.

BUPT



40 Stadiul actual al cunoasterii in domeniu - 1

Controlul calitatii mierii este reglementat la nivel international de catre comisia
F.A.O. / O.M.S. - Codex Alimentarius Standard, regional (european) de catre Comisia
Uniunii Europene pentru Alimentatie prin Directivele C.E. si national de catre
Ministerul Agriculturii, Ministerul Sanatatii si A.C.A. Romania prin: I.C.D. Apicultur3,
respectiv Complex Apicol - Standarde nationale, Standarde de Firma, Legi, Ordine
ale ministerelor de resort.

Normativele de calitate ale mierii se refera la natura, origine si compozitie,
la parametrii de calitate, la reguli privind igiena (Reguli de Buna Practicad) si
controlul oficial al calitatii mierii, la ambalare, depozitare si la contaminantii mierii
[22,23].

De asemenea, aceste norme cuprind limitele maxime admise pentru metale
grele (Pb, Cd, Zn, Fe, Hg), pesticide, substantele medicamentoase de uz veterinar
(in particular antibioticele) in miere, precum si metode generale pentru analiza
contaminatilor.

Este foarte important sa se cunoasca parametrii de calitate ai mierii
reglementati la nivel national si european, cauzele care conduc la modificarea
valorilor normale ale respectivilor parametri si efectele negative asupra calitatii
mierii.

De asemenea trebuie sda se respecte metodele de crestere si tratare a
familiilor de albine, modul de amplasare a stupilor in zona melifera si respectiv
conditiile de productie [24].

Uniunea Europeana stabileste prin regulamente definirea, clasificarea si
modul de prezentare. Regulamentul (CEE) nr. 1234/2007 stabileste definitiile
privind produsele din sectorul apicol, clasificarea categoriilor de miere dupa origine,
producere, precum si modul de prezentare a produsului finit.

Prin directive verticale sunt stabilite definitii, denumiri si compozitia
sorturilor de miere. Directiva 2001/110/CE a Consiliului din 20 decembrie 2001
privind mierea , publicatd in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene L 10/47, 12.1.2002,
stabileste principalele tipuri de miere, denumirea produselor si caracteristicile
acestora precum si criterile de compozitie pentru miere (umiditate, zahar,
conductivitate electrica, acid liber, continut de hidroximetilfurfural (HMF)). Existand
o strénsa legatura intre originea mierii si calitatea sa, este necesara furnizarea unor
informatii complete cu privire la calitatea produsului.

Legislatia nationald stabileste norme privind denumirea, descrierea,
definirea, caracteristicile si compozitia mierii prin Ordinul 522/798/317/2003 al
ministrului agriculturii, alimentatiei si padurilor, al sanatatii familiei si al
presedintelui Autoritatii Nationale pentru Protectia Consumatorilor pentru aprobarea
Normelor cu privire la natura, continutul, originea, prezentarea, compozitia,
calitatea si etichetarea mierii. Acest Ordin transpune in legislatia nationald Directiva
2001/110/CE.

Majoritatea legilor si reglementdrilor din legislatia roméneasca reprezinta
transpuneri ale legislatiei europene.

In continuare sunt redate principalele legi in domeniul apiculturii:

e Ordinul 30 din 8 februarie 2005

In temeiul art. 10 lit. b) din Ordonanta Guvernului nr. 42/2004 privind
organizarea activitatii sanitar-veterinare si pentru siguranta alimentelor, aprobata cu
modificari prin Legea nr. 215/2004, cu modificarile si completarile ulterioare, vazand
Referatul de aprobare nr. 30.600 din 7 februarie 2005, intocmit de Directia generala
siguranta alimentelor din structura Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si pentru
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Siguranta Alimentelor, presedintele Autoritatii Nationale Sanitare Veterinare si
pentru Siguranta Alimentelor a emis Ordinul nr. 30 din 8 februarie 2005 privind
aprobarea Normei sanitare veterinare referitoare la masuri care Tmbunatatesc
conditiile generale pentru producerea si comercializarea produselor de apicultura.
Actul a fost publicat in Monitorul Oficial 131 din 11 februarie 2005.

e Lege apicultura 89 din 1998

LEGEA nr. 89 din 28 aprilie 1998 a apiculturii, cu modificarile si completarile
ulterioare, a fost publicata in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I, nr. 170 din 30
aprilie 1998.

e Ordinul 522/798/317 din 2003
Este ordin comun al ministrului agriculturii, padurilor, apelor si mediului,
ministrului sanatatii si al presedintelui autoritatii nationale pentru protectia
consumatorilor nr. 522/798/317 din 2003 pentru aprobarea Normelor privind
denumirea, descrierea, definirea, caracteristicile si compozitia mierii, a fost publicat
in Monitorul Oficial al Romaniei, Partea I, nr. 650 din 12 septembrie 2003.

e Ordin nr.122/298 din 2001

Ordinul nr.122/298 din 2001 al ministrului agriculturii, alimentatiei si
padurilor si al ministrului sanatatii si familiei pentru aprobarea Normelor cu privire la
natura, continutul, originea, prezentarea, compozitia, calitatea si etichetarea mierii a
fost publicat in M.Of. nr. 610/27 sep. 2001.

e Hotararea nr. 402 din 1 aprilie 2009

Aceasta hotdrare s-a aprobat pentru modificarea si completarea anexelor nr.
1 si 2 la Hotararea Guvernului nr. 556/2008 privind aprobarea Programului national
apicol pentru perioada 2008-2010, precum si a normelor de aplicare a acestuia.
Actul a fost publicat in Monitorul Oficial Nr 251 din 15 aprilie 2009.

e Hotararea nr. 556 din 28 mai 2008

Hotararea nr. 556 din 28 mai 2008 privind aprobarea Programului national
apicol pentru perioada 2008-2010, precum si a normelor de aplicare a acestuia a
fost publicat in Monitorul Oficial Nr. 416 din 3 iunie 2008.

e Legea nr. 492/2006

In temeiul art. 108 din Constitutia Romaniei, republicata, in conformitate cu
prevederile art. 105-110 din sectiunea VI , Dispozitii speciale privind sectorul apicol"
a Regulamentului Consiliului Uniunii Europene nr. 1.234/2007 de instituire a unei
organizari comune a pietelor agricole si privind dispozitii specifice referitoare la
anumite produse agricole, publicat in Jurnalul Oficial al Uniunii Europene nr. L 299
din 16 noiembrie 2007, precum si cu ale Deciziei Comisiei Europene din 17 august
2007 privind aprobarea Programului de Tmbunatatire a productiei si a comercializarii
produselor apicole, elaborat de Romania in temeiul Regulamentului Consiliului nr.
797/2004, avand in vedere prevederile Ordonantei de urgenta a Guvernului nr.
67/2006 privind gestionarea fondurilor nerambursabile destinate finantarii politicii
agricole comune alocate de la Comunitatea Europeana, precum si a fondurilor de
cofinantare si prefinantare alocate de la bugetul de stat, aprobata cu modificari prin
Legea nr. 492/2006, cu modificarile si completarile ulterioare.
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e Hotararea 213 din martie 2010

e Regulamentul (CE) Nr. 470/2009 al Parlamentului European si al
Consiliului din 6 mai 2009 de stabilire a procedurilor comunitare in vederea stabilirii
limitelor de reziduuri ale substantelor farmacologic active din alimentele de origine
animala

e Ghidul CRL 37/decembrie 2007 referitor la limitele reziduurilor de
medicamente, elaborat de Laboratorul European de referinta.

1.6. Indicatori de calitate ai mierii

Standardele de calitate a mierii cerute de Uniunea Europeand sunt foarte
stricte, calitatea mierii implica Tn primul rand absenta antibioticelor si a altor
reziduuri, dar si atingerea altor parametri de calitate care se pot obtine prin
aplicarea unei corecte tehnici apicole.

Un rol important in obtinerea unei mieri de calitate il are maturarea naturala
in faguri datorita aromei specifice pe care mierea o primeste dupa capacire. Un alt
factor important este acela de a asigura familiilor de albine necesarul de faguri in
care nu a crescut puiet evitandu-se astfel deprecierea culorii.

Nu este permisa hranirea albinelor cu cantitati mari de sirop de zahar in
ajunul culesurilor, acest fapt nu face decat sa deprecieze mierea, de aceea zaharul
trebuie folosit doar in perioada de toamna pentru completarea rezervelor de hrana
[25]. Este indicat a se face extractia dupa fiecare cules pentru a se obtine mierea pe
sorturi de flora.

Aprecierea calitatii mierii se face printr-o serie de caracteristici precum
culoare, aspect, miros, gust si consistenta [26].

Mierea trebuie sa fie lipsitda de spuma, sa nu cuprinda corpuri straine vizibile,
mucegai, insecte, puieti, albine moarte sau alte impuritati. Culoarea este de la slab
incolor pana la galben-deschis, galben-auriu, galben-portocaliu, galben-inchis,
rubiniu, galben-brun, brun-inchis. Gustul si mirosul este specific mierii, cu o aroma
care depinde de tipul de flora de unde albinele culeg nectarul. Mierea trebuie sa fie
omogena, fluida, vascoasa, sau cristalizata.

Este foarte important sa se cunoascd parametrii de calitate ai mierii
reglementati la nivel national si european si totodata sa se cunoasca cauzele care
duc la modificarea valorilor normale ale parametrilor precum si efectele negative
asupra calitatii mierii [26].

1.6.1. Calitatea organoleptica

O importanta deosebita in stabilirea autenticitatii produselor o are analiza
senzoriala de apreciere a proprietatilor organoleptice, in clasificare si standardizare,
precum si in decelarea prospetimii, defectelor si a altor neajunsuri mai greu
sesizabile prin celelalte mijloace.

Principiile de analiza senzoriald a mierii de albine sunt redate in STAS 784/3
- 1989 [27].

Intr-o prima etapa se examineaza proba ca atare urmarindu-se daca
prezinta spuma si/sau alte impuritati, felul cristalizarii si forma cristalelor.

Mierea omogenizata se filtreaza si se lasa in repaus pentru eliminarea
aerului inglobat, pana la limpezirea completa, dupa care se examineazd complet:
aspect, consistentd, culoare, miros si gust.
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Aspectul se apreciaza dupa gradul de transparenta urmaridu-se in mod
detaliat diferitele nuante, stralucirea, opalescenta sau tulbureala mierii. Culoarea se
stabileste examinand in mod direct proba.

Consistenta se apreciaza dupa modul de curgere a mierii precizandu-se
starea respectiva: apoasa, fluida-subtire, fluida-vascoasa, cleioasa.

Mirosul si gustul se apreciazd prin mirosirea si gustarea probei. Pentru
mierea poliflora se identificA aroma dominanta. Intensitatea acesteia poate fi
pronuntata, bine evidentiata, moderata sau discretda. De asemenea, gustul dulce se
apeciaza ca fiind pronuntat, bine evidentiat, moderat si cu posibile nuante
secundare precum acrisor, amarui, astringent, fad etc.

1.6.2.Calitatea fizico — chimica

Conform STAS 784/3-1989 [27], exceptie facand mierea de salcam si cea de
mana care se imparte in trei categorii (calitate superioara, calitatea I si calitatea a
II- a), celelalte tipuri de miere se livreaza in doua calitati: I si a II-a.

Principalele caracteristici fizico-chimice urmarite sunt: apa (%), aciditatea,
zahar reducator, exprimat in zahar invertit (%), zahar usor hidrolizabil, exprimat in
zaharoza (%), indice amilazic, cenusa (%). Mierea mai contine o serie de compusi
importanti cum ar fi: substante proteice in medie 0,5% la mierea florala si in
cantitati mai mari la cea de mana, un spectru larg de microelemente (beriliu, galiu,
vanadiu, zirconiu, nichel, argint s.a.), vitamine (B1, B2, B6, C, K, PP, H), mici
cantitati de acizi organici (malic, citric, lactic, oxalic, succinic), gume vegetale
numite impropriu dextrine, substante colorante si odorante.

Calitatea superioara la mierea de salcam se exprima prin: apa max. 20%;
aciditate max 4, ml NaOH sol.1N/100g, minimum 70% zahar reducator, zahar usor
hidrolizabil exprimat in zaharoza max 5 %, min 6,5 indice amilazic, cenusa in
procent de max. 0,5 [28].

1.6.3.Calitatea igienica

Microorganismele din miere provin din nectar si polen, din salile de lucru, de
pe aparatele insuficient spalate sau de la ambalaje. In cantitati mici in miere sunt
prezente drojdiile in special Saccharomyces melis, care se dezvolta in medii in care
continutul Tn apa este mai mare de 20-25% si Saccharomyces rosei, capabila sa
fermenteze medii cu 60% glucide. Drojdiile pot da defecte de natura microbiologica
la temperaturi mai mari de 15° C.

Prin contaminare cu praf in miere pot sa apara fungii filamentosi care in
stare vegetativa sunt capabili sa metabolizeze glucidele, aminoacizii si chiar polenul,
fiind responsabili de diverse modificari organoleptice precum gust si miros de
mucegai [29].
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In tabelul 6 sunt redati parametrii fizico-chimici de calitate pentru miere:

Tabelul 6 - Parametrii fizico—chimici de calitate pentru miere

Standard European
(European Honey

Standard international
(Codex Alimentarius

Parametrul Directive of the Standard of F.A.O. /
European Honey 0.M.S

Commission) Commission)

Continutul de apa, % 21g/100g 21g/100g

(g/9), maxim

Zahar direct reducator,

exprimat in zahar invertit,

(%, g/g), minim

Miere de flori 659/100g 659g/100g

Miere de mana 60g/100g 459/ 100¢g

Zahar usor hidrolizabil,

exprimat in zaharoza, (%,

g/g), maxim

General 5g/100g 5g/100g

Miere de mana 10g/100g 15g/100 g

Miere de salcam, lavanda, 10g/100g 15g/100 g

lucerna, portocal, rozmarin

si dulcisor

Substante insolubile in 0,1g/100 g 0,1g/100 g

apa, % (g/g), maxim

Continutul de elemente

minerale - cenusa, (%,

g/g), maxim

General 0,6 g/100g 0,6 g/100g

Miere de mana 1g/100 g 1,2 g/100g

Continut de HMF, mg/kg,
maxim

10 mg/Kg / (40)

10 mg/Kg / (40)

Indicele de culoare, mm
pe scara Pfund

Miere de salcam, maxim
Miere de mana, minim

12
65

12
65

Contaminantii mierii sunt redati in tabelul 7:
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Tabelul 7 - Parametrii de calitate pentru miere - contaminantii mierii

Parametrul analizat

Standard
European
(European Honey
Directive of the
European Honey
Commission)

Standard
International
(Codex
Alimentarius
Standard of

F.A.0./ O.M.S

Commission)

Reziduuri de a - HCH 0,01 0,01
pesticide B - HCH 0,01 0,01
organoclorurate, Lindan 0,01 0,01
mg/kg, maxim DDT - total 0,05 0,05
PCB Absent / (0,20) Absent / (0,20)
alte pesticide
(Aldrin,
Dieldrin, 0,20 0,20
Endrin,
Hexaclorbenzol)
Reziduuri de pesticide
organofosforice*, mg/kg, maxim 0,02 0,02
Contaminare radioactiva, Bq / kg, 10 10
maxim
Reziduuri de metale grele
Plumb, mg/kg, maxim 0,20 0,20
Arsen, mg/kg, maxim 0,10 0,10
Cupru, mg/kg, maxim 0,50 0,50
Cadmiu, mg/kg, maxim 0,02 /(0,20) 0,02 /(0,20)
Zinc, mg/kg, maxim 1,00/ (3,00) 1,00/ (3,00)
Mercur, mg/kg, maxim 0,01 0,01
Fier, mg/kg, maxim 1,00 1,00
Fenol, pg/kg, maxim 50 50
Etilendibromid, pg/kg, maxim 5 5
Coumaphos, pg/kg, maxim 50/ (100) 50/ (100)
Fluvalinat, pg/kg, maxim 10 / (50) 50/ (50)
Flumetrin, yug/kg, maxim 50 50
Clordimeform (CDF), ug/kg, maxim Absent / (10) Absent / (10)
Carbandazin, pg/kg, maxim Absent Absent
Naftalind, ug/kg, maxim Absent Absent
Amitraz, ug/kg, maxim 50 / (200) 50 / (200)
Cymiazol, ug/kg, maxim 50/ (100) 50/ (100)
Reziduuri de substante medicamentoase, pg/kg, maxim
Cloramfenicol, pg/kg, maxim Absent Absent
Nitrofuran* (metaboliti), ug/kg, Absent Absent

maxim

Streptomicind, pg/kg, maxim

Absent / (40)

Absent / (40)

[Tetraciclind, pg/kg, maxim

Absent / (20)

Absent / (20)

Sulfonamide, pg/kg, maxim

Absent / (10)

Absent / (10)
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Eritromind, pg/kg, maxim Absent Absent
Penicilind V, pg/kg, maxim Absent Absent
Penicilind G, ug/kg, maxim Absent Absent
Oxacilind, pg/kg, maxim Absent Absent
Nafcilind*, pg/kg, maxim Absent Absent
Dicloxacilin*, ug/kg, maxim Absent Absent
Cloxacilin*, pyg/kg, maxim Absent Absent
Ampicilind, pg/kg, maxim Absent Absent
Amoxicilind, pg/kg, maxim Absent Absent
Clindamycina*, pyg/kg, maxim Absent Absent
Kitasamycind*, pg/kg, maxim Absent Absent
Spiramycina*, yg/kg, maxim Absent Absent
Ciprofloxacina*, yg/kg, maxim Absent Absent
Piperacilin*, pg/kg, maxim Absent Absent
Dapson*, ug/kg, maxim Absent Absent
Tylosin*, yg/kg, maxim Absent Absent

* Phosdrin, Phorate, Ronnel, Paration, MetilParation, Malation, Etion, Diclorvos,

Oxiclordan, Aldicarb, Tetramethrin

Cauzele si efectele negative posibile pe care contaminantii le pot produce

asupra calitatii mierii sunt redate in tabelul 8:

Tabelul 8 - Cauzele si efectele negative posibile asupra calitatii mierii

Cauza

Efecte negative posibile asupra
calitatii mierii

Extractia mierii din faguri necdpaciti sau
incomplet capaciti

Extractia mierii din faguri in conditii de
umiditate atmosferica excesiva (timp
ploios sau dupa ploaie)

Depozitarea mierii in recipiente defectuos
inchise, sau in spatii de depozitare umede
si heaerate

Depozitarea mierii in recipiente defectuos
inchise, sau in spatii de depozitare umede
si neaerate, nerespectarea conditiilor
igienice din timpul extractiei, conditionarii
si ambalarii mierii

Falsificarea mierii prin adaugare de apa,
ceaiuri, arome sau/si siropuri concentrate
de fructe

Continut mare de apa in miere
(peste 20%)

Alterarea fermentativa a mierii
Modificarea caracteristicilor
organoleptice (culoare, gust, miros)
si caracteristicilor fizico-chimice
(aparitia unor compusi nespecifici
compozitiei naturale a mierii)

Depozitarea mierii in ambalaje improprii,
murdare sau in care s—au pastrat alte
substante

Modificare caracteristici
organoleptice (culoare, gust, miros)
si caracteristici fizico-chimice
(aparitia unor compusi nespecifici
compozitiei naturale a mierii)

Depozitarea recipientilor cu miere in
bataia soarelui, in apropierea surselor de
caldurd - pe timp indelungat

Nerespectarea parametrilor optimi de

Modificare caracteristici
organoleptice (culoare, gust, miros)
si fizico —chimice (continut mare de
HMF, continut mic de enzime,
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lichefiere a mierii

concentratiile de fructoza si glucoza)

Extractia mierii din faguri necdpaciti

Falsificarea mierii cu sirop de zahar
invertit artificial, glucoza industriala, sirop
de porumb industrial, arome de fructe,
ceaiuri, siropuri concentrate de fructe

Modificare concentratie de fructoza,
glucoza si zaharoza

Nerespectarea parametrilor optimi de
lichefiere a mierii

Folosirea de faguri vechi in timpul
culesului

Inchiderea culorii mierii

Depozitarea mierii ce contine impuritati
(cadavre albine) in cantitate mare

Folosirea de materiale improprii pentru
afumarea familiilor de albine (in timpul
lucrului in stup)

Modificarea caracteristicilor
organoleptice (miros, culoare) si
fizico—chimice (compusi noi)

Si In situatia substantelor cu potential nociv pentru miere este importanta
cunoasterea cauzelor care conduc la contaminarea mierii cu reziduurile unor astfel
de substante [30]. Aceste cauze-efecte sunt prezentate in tabelul 9:

Tabelul 9 - Cauzele si efectele negative posibile pe care le pot produce asupra
calitatii mierii

Cauza

Efecte negative posibile asupra calitatii
mierii

Amplasarea stupilor in apropierea
zonelor urbane, cu trafic auto intens, sau
zone industrializate

Folosirea pe intreg circuitul mierii de
obiecte sau recipiente confectionate din
materiale improprii (inacceptabile)

Contaminarea mierii cu metale grele,
prezente in concentratii posibil
daunadtoare sanatatii

e din aer - circuit: planta
(nectar/mana/polen) > albine >
produs finit: miere;

e din recipienti (reactii chimice
componente material - acizii din
miere).

Amplasarea stupilor in apropierea
culturilor agricole, plantatiilor de pomi
fructiferi si/sau vita de vie, padurilor
tratate cu pesticide

Folosirea repelentilor in timpul operatiei
de scoatere a fagurilor cu miere din stup

Contaminarea mierii cu pesticide

e din aer - circuit: planta
(nectar/mana/polen) - albine >
produs finit:miere;

e din sol;

e din apa din apropierea stupinei.

Folosirea substantelor organice de
sinteza de tipul: naftalinei, etilen
bibromidului, para-diclorbenzolului
pentru protectia fagurilor pe durata
depozitarii acestora (impotriva moliei
cerii)

Contaminarea mierii cu substante
chimice de sinteza (din faguri in
miere)

Folosirea antibioticelor in hranirile de
stimulare a dezvoltarii albinelor

Folosirea preventiva a substantelor

Contaminarea mierii cu reziduuri de
substante medicamentoase de uz
veterinar
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medicamentoase de uz veterinar pentru
prevenirea unor boli ale albinelor

Folosirea de alte produse
medicamentoase de uz veterinar decét
cele autorizate a se folosi pentru
combatera bolilor albinelor

Nerespectarea instructiunilor de folosire
din pliantul produsului (perioada de
administrare, doza, timpul de asteptare)

Amplasarea stupilor in apropierea unor
culturi agricole, plantatii pomicole tratate
cu produse pe baza de antibiotice,
pentru combaterea unor boli ale acestora
- cazul produselor pe baza de
streptomicina folosite pentru combaterea
Lfocului malurii”, o devastatoare boala a
pomilor fructiferi (mai ales in perioada
de inflorire) provocata de Erwina
amylovora)

Mierea care se comercializeaza in Romania trebuie sa intruneasca urmatorii

parametrii de calitate:

apa - max. 20 %;

densitate relativa la 20°C- 1,417;
cenusa - max. 0,5 %;

zahar invertit - 75 %;
zaharoza - max. 7 %;

indice diastazic - min.10,9;
HMF - max.1 %;

indice colorimetric - max. 12;
zahar artificial - lipsa;
glucoza - lips3;

alte adaosuri - lipsa;

VVVVVVYVYVVYYY

Pentru a indeplini conditiile de calitate nu se fac tratamente preventive cu
antibiotice, acestea folosindu-se in stupind doar pentru tratarea albinelor in cazul locii
americane, cand se stie ca mierea este compromisa calitativ. Pentru a ajunge la un
continut de apa in miere sub limita de 19 % este nevoie ca recoltarea fagurilor sa se
faca atunci cand sunt cdpaciti trei sferturi. Conditionarea si depozitarea mierii se
face conform regulilor tehnologice si de igiena impuse [30].

Se asigurd culesuri de nectar de la surse necontaminate industrial sau cu

pesticide.
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1.6.4. Defectele si falsificarea mierii

Defectele mierii pot fi de mai multe feluri: vizuale, olfactive, gustative si
tactile.

Defectele vizuale apar atunci cand cristalizarea este incompleta sau
eterogend, cu granulatie medie sau grosierd, daca exista impuritati in suspensie sau
la suprafata mierii, cand fluiditatea este excesiva, sau daca apar pete albe pe peretii
borcanelor. Aparitia acestor defecte pot fi influentate si de aparitia la suprafata a
spumei, de separatia in straturi sau de o coloratie anormala [31].

Defecte olfactive se datoreaza diferitelor mirosuri parazite cum ar fi cele de
fum, saci vechi, fenol, miere coapta sau oricarui alt miros strain [31].

Defecte gustative pot fi: gust intepator de fum, gust metalic, aroma de
caramel (supraincalzire), aciditate excesiva, amareald sau orice alt gust strain.

Defecte tactile apar cand cristalizarea este foarte ferma, cu structuri
aglomerate si cristale sferice, unghiulare sau cu granule fine, medii, grosiere.

Falsificarea se face direct sau indirect. Metodele directe se aplica in vederea
corectarii gustului, consistentei, culorii sau pentru neutralizarea aciditatii.

Pentru corectarea gustului se folosesc substante indulcitoare zaharate
precum zaharul alimentar, zaharul invertit artificial, glucoza industriala sau melasa.
Se mai utilizeaza si substantele indulcitoare sintetice: zaharina, dulcina, glicerina.

Corectarea consistentei se face cu amidon, gelating, clei, substante pectice
sau gume.

Culoarea poate fi corectata prin adaus de caramel sau culori de anilina.

Fermentarea se impiedica prin addugarea in miere a acidului salicilic sau a
acidului benzoic.

Pentru neutralizarea aciditatii se foloseste bicarbonat de sodiu, hidroxid de
sodiu sau carbonat de sodiu.

O metoda indirecta de falsificare a mierii este hranirea cu zahar a albinelor
[32].

1.6.5. Metode de examinare si analiza a mierii

Examinarea mierii se executda pentru aprecierea calitatii si puritatii mierii,
pentru stabilirea starii de degradare si pentru depistarea falsificarilor, prin
determinarea valorilor indicatorilor de calitate .

Prin examenul organoleptic se identificd culoarea, mirosul, gustul,
consistenta si puritatea mierii.

Culoarea se apreciaza prin examen vizual pe o cantitate de 10-15 g de
miere sau cu ajutorul melascopului, aparat ce stabileste nuantele mierii. Rezultatele
examinarii se exprima fin: incolora, galben-deschis, aurie, portocalie, verzuie,
roscata, bruna.

Mirosul si gustul se apreciaza prin mirosire si degustare, indicandu-se
denumirea plantei dominatoare si provenienta. Termenii folositi pentru a indica
gustul si mirosul sunt placut, dulce, slab aromat, etc. Se identifica si posibilele
particularitati negative: acrisor, amarui, astringent.

Consistenta mierii se apreciaza dupa modul de scurgere si poate fi uniforma,
fluida, vascoasa, cu diferite aspecte de cristalizare. Mierea cristalizatd are diferite
particularitatile structurale putand fi untoasa, cristalizata fin, cristalizata nisipos, cu
critale grosiere.
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Puritatea se apreciaza prin examinarea probei la lumina directa a zilei pentru
a se identifica fragmente de albine moarte, de ceruri sau alte impuritati.

Examenul microscopic consta in analizarea sedimentului depus dintr-o
solutie de 10 g de miere in 20 ml apa distilata. Se omogenizeaza si se toarna in
fiole care se centrifugheaza timp de 4 minute, cu 2.500 turatii pe minut. Se
decanteaza apoi 2/3 din continut, iar restul din fiole se amesteca, se omogenizeaza
si se centrifugheaza din nou, in aceleasi conditii. Se face din nou decantarea, iar
sedimentul se intinde pe 2 lame. Se pune apoi, in picaturi o solutie calda de
glicerind - gelatina 1:1, iar deasupra se aplicd o lamela. Preparatul se fixeaza in
pozitie orizontala la temperatura de 42°C timp de 20 minute. Examinarea se face la
microscop stabilindu-se provenienta grauncioarelor de polen, precum si a celorlalte
componente din preparat [33].

Mierea fluida se omogenizeaza inainte de analiza, iar mierea cristalizata se
incalzeste in prealabil la aproximativ 45°C dupa care se amesteca [33].

> Continutului de apa se determina cu refractometrul. Pe prisma inferioara a
refractometrului, se aplica o picatura din proba de miere si cu ajutorul
oglinzii se orienteaza un fascicul de lumind. Indicele de refractie se citeste
pe scala, iar cu ajutorul tabelelor care insotesc refractometrele se stabileste
procentul de substantd uscatd, respectiv continutul mierii in apa. Unele
refractometre pot citi direct pe scala procentul de apa. La mierea de albine,
umiditatea nu trebuie sa depaseasca 20%.

> Greutatea specifica a mierii se poate determina prin cantarire.

> Pentru determinarea cenusii se calcineaza 10g miere, intr-un creuzet. Se
evapora pe o baie de apa, se carbonizeaza la o flacara slaba si apoi se
calcineaza. Se raceste si se cantdreste treptat, pana se ajunge la masa
constanta. Procentul de cenusa este calculat dupa formula (1):

% cenusa = m;/ mx 100 ; (D)

unde: m;- masa cenusii, in g
m - masa mierii analizata, in g

Pentru aprecierea gradului de prospetime a mierii se determina aciditatea,
exprimatd in grade de aciditate, adicd numarul de cm® de NaOH n / 10 necesari s
neutralizeze aciditatea din 10 g miere.

> Aciditatea se determind astfel: in 50 ml apa distilata calduta la 40-50°C se
dizolva 10 g miere (cantaritd cu precizie de 0,01 g). Se amesteca si se adauga 2-3
picaturi de fenolftaleina. Se titreaza pana la aparitia unei coloratii roz, care trebuie
sa persiste 30 secunde. Voumul in ml de hidroxid de sodiu folosit la titrare,
reprezintd aciditatea mierii, exprimata in grade de aciditate. Valoarea aciditatii la
mierea florald este de 4 grade de aciditate, iar la mierea de mana de 5.

> Zaharul invertit se determina prin reactia Elser. Glucoza si fructoza in stare
libera au capacitatea de a reduce sulfatul de cupru in mediu alcalin si la cald,
transforméandu-l in oxid cupros. Cantitatea de oxid cupros ce se transforma este
proportionald cu concentratia celor doua zaharuri reducatoare.
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Reactivii folositi sunt: solutie de sulfat de cupru (50 g sulfat de cupru la
1000 ml apa distilata); solutie apoasa alcalinizata de sare Seignette - tartrat de
sodiu si potasiu, 25 g carbonat de sodiu, 15 g hidroxid de sodiu se dizolva in apa
distilata si se aduce la 1000 ml); solutie saturata si acidulata de clorura de sodiu (la
1000 ml solutie saturata de clorura de sodiu se adauga 250 ml solutie apoasa de
acid clorhidric 10 %); bicarbonat de sodiu p.a. solutie de iod 0,05 n; solutie de
amidon 1 % proaspat preparat si solutie de tiosulfat de sodiu 0,05 n.

Intr-un balon cotat de 200 ml se cantaresc 3 g miere (cu precizie de
0,0002) si se completeaza cu apa pana la semn. Se iau 20 ml din solutia obtinuta si
se introduc intr-un balon cotat de 100 ml completandu-se cu apa pana la semn.

Intr-un alt balon se introduc 20 ml solutie de sulfat de cupru, 20 ml solutia
de sare Seignette si 20 ml apa distilata. Se fincalzeste acest amestec péana la
fierbere, cand se adauga inca 20 ml din solutia diluata de miere si se mai lasa timp
de 5 minute la fiert. Dupa racire timp de aproximativ un minut, se adauga 20-25 ml
solutie de NaCl. Rezulta o solutie limpede ce arata faptul ca solutia de sare dizolva
complet oxidul de cupru format.

Neutralizarea excesului de HCl se face prin adaugarea de bicarbonat de
sodiu in exces. Dupd neutralizare trebuie sa ramana un rest vizibil pe fundul
balonului si se titreaza cu solutie de iod pana ce tulbureala formata dispare, aparand
o coloratie verde. Prin adaugarea de amidon 1% in picaturi, se coloreaza in alb,
apoi se retitreaza cu o solutie de tiosulfat de sodiu pana ce culoarea verde revine.

Numarul de ml solutie de iod utilizati pentru oxidarea cationului cupros se
obtine facandu-se diferenta dintre numarul de ml solutie de iod si numarul de ml
solutie de tiosulfat de sodiu folosit pentru titrarea excesului de iod [14,34,35].

Cantitatea de zahar invertit in mg, corespunzator numarului de ml solutie de
iod, folosita pentru oxidare se calculeaza astfel:

% zah3r invertit = 100 = ; (2)

3

m-10-5 5-m

Unde :

- m - este cantitatea de zahar invertit (in mg)

- 10 reprezinta raportul dintre greutatea balonului cotat de 200 ml si
greutatea solutiei luate pentru diluare

- 5 - raportul dintre greutatea balonului cotat de 100 ml si greutatea solutiei
diluate pentru analiza

- 3 - greutatea medie luata pentru analiza (in g)

> Determinarea zaharozei se face prin metoda Elser si se determina zaharul
direct reducator inainte si dupa invertire, prin diferenta calculandu-se cantitatea de
zaharoza.

Din solutie se iau 20 ml si se dilueaza cu apa distilata pana la volumul de
cca. 50 ml intr-un balon cotat de 100 ml. Se adauga 1 ml acid clorhidric, se
omogenizeaza si se tine pe baie de apa la fierbere exact 30 minute. Neutralizarea
acidului se face cu 1 ml hidroxid de sodiu de aceeasi normalitate, se rdceste si se
aduce la semn.

Zaharoza este invertita in zahar direct reducator atunci cand hidroliza acida
are loc. Se determina apoi zaharul direct reducator total conform metodei descrise
anterior.

Continutul in zaharoza % se calculeaza astfel:
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Zaharoza % = (m - my) x 0,95; (3)
Unde:
m - este zaharul direct reducator total, dupa transformare
m; - zaharul direct reducator, inainte de invertire
0,95 - factor de convertire a zaharului direct reducator in echivalent zaharoza.

> Determinarea indicelui diastazic. In mierea naturald de albine existd mai
multe enzime dintre care amilaza este ultima enzima care se distruge prin tratament
termic. Pe baza acestei insusiri, amilaza se foloste ca test general de apreciere a
calitatii mierii naturale. Mierea naturala dar si cea falsificatd, supusa unui tratament
termic brutal va avea indicele diastazic cu valori reduse sau chiar zero. Numarul de
ml dintr-o solutie de amidon 1% care a fost transformat in dextrina in timp de o ora,
la temperatura de 45°C si pH optim, de catre amilaza continuta de 1 g miere se
defineste ca fiind indicele diastazic.

Reactivii folositi trebuie sa fie proaspat preparti si sunt urmatoarele solutii:
solutie de carbonat de sodiu 0,05n; acid acetic solutie 0,02 n; clorura de sodiu 0,1
n; iod, solutie 0,1 n; solutie amidon 1%.

Se cantaresc 10 g miere si se dizolva cu 50 ml apa distilata.Se neutralizeaza
cu carbonat de sodiu si se aduce la semn cu apa distilatd intr-un balon cotat de 100
ml. Din aceasta solutie se introduc cantitati descrescatoare in mai multe eprubete.
Se adauga apoi in fiecare eprubeta 0,5 ml acid acetic, 0,5 ml solutie de clorura de
sodiu, 5 ml amidon si se completeaza pana la volumul de 16 ml cu apa distilata si se
omogenizeaza. Solutia de amidon trebuie adaugata ultima.

Se introduc eprubetele in baia de apa reglata la temperatura de 45 + 0,5°C
in asa fel incat lichidul baii sa depaseasca putin nivelul lichidului din eprubete.

Se tin pe baie timp de o ord dupa care se scot si se introduc intr-un vas ce
contine apd racita cu gheata. Se adauga apoi in fiecare eprubeta cate o picatura
solutie de iod si se omogenizeaza prin rdsturnare.

In eprubetele in care amidonul nu a fost hidrolizat in intregime, apare
culoarea albastra. In eprubetele in care amidonul a fost complet hidrolizat, apar
diferite nuante: verde - violaceu - rosu - portocaliu - galbui - incolor.

Limita activitatii amilazei din miere este data de prima eprubeta in care
apare culoarea albastrd. Se ia in calcul eprubeta cu continut de miere imediat
superior, care de obicei apare colorata in violet - inchis [14,34,35].

5
Indice diastazic = ;-10 : (4)

In care:
- 5 este numarul de ml de amidon 1%
- V volumul solutiei de miere din eprubeta respectiva (in ml)

1.6.6. Metode uzuale de depistare a mierii falsificate

Mierea se falsifica de catre om din dorinta de a comercializa o cantitate mai
mare de miere. Pentru falsificare se folosesc diverse produse precum zaharul
comercial, faina, pasta de cartofi, glucoza, mierea de albine fiind un produs care
poate fi falsificat in foarte multe moduri [33].

Principalele cai de falsificare a mierii pot fi directe sau indirecte.
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Falsificarile indirecte se realizeaza prin hranirea cu zahar a albinelor.

Mierea se falsifica in mod direct pentru a corecta gustul, consistenta si
culorea, pentru a impiedica fermentarea, pentru a neutraliza aciditatea sau pentru a
corecta echipamentul enzimatic [6].

Pentru corectarea gustului se folosesc substante indulcitoare zaharate
precum zaharul alimentar, zaharul invertit artificial, glucoza industriald sau melas3,
dar si substante findulcitoare sintetice cum ar fi zaharing, dulcine si glicerina.

In tabelul 10 sunt prezentate substante ce se folosesc pentru corectarea
diferitelor defecte ale mierii.

Tabelul 10 - Substantele folosite pentru corectarea defectelor mierii

Pentru corectarea consistentei | Amidon

Gelatina
Clei
Substante pectice
Falsificari Gume
directe Pentru corectarea culorii Caramel
Culori de anilina
Pentru impiedicarea Acid salicilic
fermentarii Acid benzoic
Pentru neutralizarea aciditatii Bicarbonat de sodiu

Carbonat de sodiu
Hidroxid de sodiu

Pentru corectarea sedimentului | Polen de flori recoltat manual
Polen recoltat de albine

Pentru corectarea Diamalt sau alt extract din
echipamentului enzimatic culturi de drojdii

Falsificari Miere de albine hranite cu

indirecte zahar

> Identificarea zaharului invertit artificial (reactia Fiehe).

Hidroximetil-furfuralul (HMF), produs intermediar, care se obtine in urma
degradarii hexozelor tratate la cald cu un acid. Prin transformarea artificiala a
zaharozei, glucoza si fructoza se degradeaza eliberand HMF.

Pentru falsificare se adauga in miere sirop de zahar, zaharoza fiind artificial
descompusa in glucoza si fructoza prin addugarea de acid in timpul fierberii
siropului. Zaharoza va fi astfel in limite admise, dar apare HMF, care formeaza cu
rezorcina in prezenta acidului clorhidric un complex colorat in rosu inchis.

Reactivii necesari pentru identificarea zaharului invertit artificial sunt eterul
etilic si rezorcina, solutie proaspata (1 g rezorcina la 100 ml acid clorhidric).

Se amesteca energic in trei reprize de cate un minut, 10 g miere cu eter
etilic. Aceasta solutie se filtreaza si se lasd la evaporat la temperatura de cel mult
359C. In reziduul obtinut se adauga in picaturi solutie de rezorcina.

Dacd apare o coloratie intensa rosie - inchisa, care persista si dupa trei
ore, inseamna ca in miere este prezent zaharul invertit artificial. Nu se ia in
considerare o coloratie rosie - deschisa, care dispare in primele 5 minute. Trebuie
sa se faca identificarea cantitativa a HMF pentru cd acesta poate sa fie prezent in
miere si in urma unui tratament termic brutal asupra mierii.
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» Identificarea glucozei industriale (reactia Fiehe).

Falsificarea mierii se poate face si adaugand glucoza industriala pentru a
creste continutul in glucoza, corelat cu o scadere a continutului in fructoza, raportul
glucoza - fructoza nu mai are astfel o valoare normala.

Se folosesc urmatorii reactivi: tanin solutie 10%, acid clorhidric 35%; alcool
etilic 95%.

5 g miere se dizolva in 10 g apa distilata, dupa care se adauga 1 ml solutie
de tanin. Amestecul se incalzeste pe baie de apa timp de 15 minute, urmand ca
dupa racire sa se filtreze.

2 ml din acest filtrat, se amesteca cu 2 picaturi de HCI si 20 ml alcool si se
agitd. Daca siropul de glucoza este prezent se produce o tulbureald laptoasa.

> Identificarea adaosurilor de faind, amidon sau compusi amidonosi

Reactivi necesari: solutie de iod - iodura de potasiu 1%

Se fierbe solutia de miere 1:1 pentru a distruge diastaza. Dupa racire se
adauga solutie de iod in picaturi. Daca apare o coloratie albastra inseamna ca in
miere exista un adaos amidonos. Mierea falsificata cu amidon are culoare laptoasa si
devine tulbure prin dizolvare la cald.

> Pentru identificarea adaosului de gelatind sau clei se foloseste solutie de
tanin 5%. Intr-o solutie filtrata de miere (1:2) se adauga cateva picaturi de tanin.
Se formeaza un precipitat floconos abundent daca in miere s-a adaugat o substanta
gelatinoasa.

» Identificarea adaosurilor de carbonati

Reactivii necesari sunt acid clorhidric diluat si oxalat de amoniu, solutie
saturata.

In 10 g proba de miere se picura acid clorhidric. Prezenta carbonatilor se
observa prin formarea unor spumozitati cu bule de aer.

Pentru identificarea carbonatului de calciu, la acest amestec se adauga 5-6
ml apa, apoi se omogenizeaza si se filtreaza. In prezenta CaCOs apare un precipitat
alb, prin adaugarea oxalatului de amoniu, solutie saturata in filtrant.

> Identificarea culorilor de anilina
In 50 ml apa distilatd se dizolva 5 g miere si se adauga 1 ml solutie de
bisulfat de potasiu 10 %. Se fierb 5 minute cu cateva fibre de 1ana fara usuc.
Culorile de anilind coloreaza lana, si rezista la spalare cu apa fierbinte.

> Identificarea mierii de mana se executa prin doua metode cu apa de var si
una cu alcool.

Apa de var obtinutd din 100 g var nestins si 500 ml apa distilata, iar dupa
aproximativ 12 ore, solutia limpede de la suprafata se decanteaza.

Intr-o eprubeta se introduc o parte miere, o parte apa si doua parti apa de
var, se omogenizeaza si se fierbe. Prezenta mierii de mana se obseva prin faptul ca
solutia devine tulbure si se formeaza un precipitat.

O altd metoda de identificare cu apa de var se executa astfel: o parte de
miere se amesteca cu doud parti apa, iar amestecul rezultat se incalzeste pana la
fierbere. Dupa ce substantele albuminoide coaguleaza, se adauga apoi 10 parti apa
de var proaspatd si solutia rezultata se fierbe. Se amesteca, se centrifugheaza 3
minute la centrifuga electrica si 5 minute la cea manuala si se masoara sedimentul,
stabilind cantitatea mierii de mana (in procente).
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Pentru a fi considerata miere de nectar, mierea de mana nu trebuie sa
depdseasca 2% la centrifugarea electrica si 2,5% la cea manuala.

Pentru proba cu alcool este necesar alcool etilic 95%. Daca solutia obtinuta
prin amestecarea unei parti de miere, a uneia de apa si a 10 parti de alcool etilic,
se tulbura si se formeaza flocoane de precipitat, reactia indicd prezenta mierii de
mana.

1.7. Generalitati asupra tehnicilor de modelare
si simulare numerica

1.7.1. Consideratii generale

Utilizarea tot mai frecventa a calculatorului in studierea fenomenelor din
ingineria chimica caracterizeaza tendinta actuala de cercetare. In chimie si inginerie
chimicd se folosesc diverse modele, domeniul de utilizare fiind reprezentat de
analiza de date si respectiv simularea de fenomene chimice, fizice si biologice.

Modelul reprezinta o reflectare partiala a fenomenului, fiind un ansamblu
de relatii matematice, ecuatii si inecuatii ce descriu interdependente intre diversi
parametrii functionali si constrOuctivi ai sistemului. Pentru modelarea corecta a unui
fenomen este necesara cunoasterea cat mai amanuntita a acestuia. Comportarea
unor sisteme atat in regim stationar cat si in regim dinamic se poate urmari cu
ajutorul modelelor matematice.

Modelarea este abordata si prin optica teoriei sistemelor gasindu-si multe
aplicatii in monitorizare, precum si in experimentele chimice prin modelare,
conducere si reglare a sistemelor [36,37,38,39,40].

Modelarea matematica este necesara in toate fazele de dezvoltare ale unei
cercetari stiintifice, realizdndu-se prin aceasta intelegerea procesului, proiectarea si
exploatarea optimala a instalatiilor folosite in cercetare, precum si controlul optimal
[41,42].

In general, etapele prin care se realizeaza modelarea sunt [43,44,45,46]:

% pe baza analizei preliminare a sistemului se construieste structura modelului
prin evidentierea parametrilor si a legaturilor functionale dintre acestia

< prin simulare se face analiza modelului

% comportarea sistemului sursa se compara cu rezultatele analizei in aceleasi
conditii

%  corectarea modelului

in functie de forma ecuatiilor modelele matematice pot fi liniare sau
neliniare, cu parametrii concentrati sau distribuiti.

Dupa gradul de cunoastere al parametrilor exista urmatoarele modele:
= deterministe - cand fiecarei variabile independente i se poate atribui o valoare
bine definita
= stohastice - valorile parametrilor pot fi exprimati doar probabilistic

Din punct de vedere al modului de deducere al relatiilor dintre variabile se
deosebesc urmatoarele tipuri de modele [47,48,49]:
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= analitice - bazate pe cunoasterea legilor fizicii si chimiei care guverneaza starea
si evolutia sistemului luat in studiu. Se scriu ecuatiile sistemului, apoi acestea se
integreaza pentru cateva cazuri particulare idealizate, considerate ca stari limita.
Este foarte importanta verificarea experimentala a modelelor propuse.

= statistice (experimentale) - care sunt bazate pe corelarea datelor experimentale.
In cazul acestei modelari se renunta la analiza detaliata a fenomenelor care au loc in
sistem si a interactiunii dintre ele. Pe baza principiilor statisticii matematice si a
analizei regresionale se urmareste exclusiv stabilirea legaturii dintre variabilele de
iesire si variabilele independente ale sistemului intr-o forma matematica cat mai
simpla (cel mai frecvent polinomiald) care sa fie adaptabila calculului automat.

* analitico — experimentale (mixte) - sunt modelele in care deducerea modelului se
realizeaza mixt, bazandu-se pe relatiile dintre variabile la stabilirea structurii
modelului. Prin prelucrarea statistica a datelor experimentale se obtin coeficientii din
ecuatii [48,49,50].

Interesul pentru modelarea sistemelor a crescut considerabil. Acest fapt se
datoreaza numeroaselor aplicatii ale modelarii in foarte multe domenii, fiind de un
real ajutor mai ales in automatizarea si optimizarea proceselor chimice [51].

Schema logica de desfasurare a modelarii unui proces este reprezentata in
figura 6 [52]:

1

v |

Proictarea ( Informatie aprioricd |

experimentului L Scop final i

1

1

|

A\ 4 A4 |

)

Date de g Determinarea structurii o !
intrare - iegire d sistemului h

v

Estimarea parametrilor

Verificarea
modelului

A 4

Model final

v

Figura 6 - Schema logica de desfasurare a modelarii unui proces
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Pe baza legilor fizico-chimice care guverneaza procesul se stabileste
structura modelului, respectiv forma ecuatiilor care descriu relatiile dintre variabilele
procesului. Atunci cand structura este mult prea complexa pentru scopul pentru care
a fost construit modelul, se trece la liniarizarea si reducerea ecuatiilor cu derivate
partiale. In cazul conducerii procesului cu calculatorul, dacd modelul este prea
complex, solutionarea ecuatiilor ar intarzia.

In elaborarea modelului matematic trebuie sa existe o corelare intre
cunostintele analitice si cele obtinute pe baza de experiment.

Schema logica folosita in elaborarea modelului matematic referitoare la
corelarea dintre cunostintele analitice si cele obtinute experimental, este prezentata
in figura 7 [43,53]:

erori de modelare erori de liniarizare erori de reducere

) N

liniarizare . . T .
| Ecuatii cu derivate .| Ecuatii cu derivate Ecuatii diferentiale
d partiale neliniare partiale liniare ordinare

A 4

>

Hidrodinamica,
cinetica, echilibru, STRUCTURA MODEL

transfer de caldura

MODEL
I: PROCES
A

Experimente PARAMETRII
v
Date Testare| Mod de testare Structura model Estimare
.| experimentale date - »| parametrii
> » > >

T T |

erori de masurare erori de testare erori de estimare

Figura 7 — Corelarea dintre cunostintele analitice si cele obtinute experimental in
elaborarea modelului matematic

Coeficientii ecuatiilor se vor determina prin prelucrarea datelor obtinute
experimental. Aceste date sunt supuse mai intéi unui proces de validare in vederea
eliminarii celor ce au fost afectate de erori. Se determinda parametrii modelului,
urmarindu-se prin estimare ca diferenta intre valorile marimilor de iesire in cazul
procesului si modelului sa fie cat mai mica.

O prima etapa in modelarea matematica a proceselor chimice o reprezinta
colectarea, analiza si interpretarea datelor experimentale. Analiza fenomenului sau a
procesului cuprinde formularea obiectivelor, a problemei si a criteriilor de apreciere.
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Formularea legilor empirice care descriu fenomenul reprezinta cea de-a doua
etapa a procesului de modelare, urmarindu-se obtinerea unui rezumat al cercetarii
experimentale prin analiza variabilelor si prin determinarea preliminara a relatiilor
intre elemente.

Cea mai esentiala etapa este a treia etapa in care se elaboreaza propriu-zis
modelul matematic. Analiza modelului depinde de profunzimea cunoasterii
sistemului studiat, de obiectivele stabilite, de mijloacele de calcul si de instalatiile
folosite.

Testarea si validarea se realizeaza in a patra etapa. Calitatea unui model
este data de masura in care realitatea concorda cu predictiile. Este necesar sa se
mentind un echilibru rational intre precizia ceruta si cea a informatiilor primare.

O ultima etapa se refera la utilizarea modelelor obtinute pentru progresul
stiintific si tehnologic, punandu-se problema descoperirii unor aspecte necunoscute
ale procesului studiat [54].

1.7.2. Modele statistice

Statistica matematica este stiinta care urmareste explicarea fenomenelor de
masa dintr-un numar relativ redus de observatii. Se folosesc metode inductive de
cercetare, plecand de la particular la general. Modelul adevarat neputand fi atins, se
preferd sa se gaseasca doua limite, una inferioara si alta superioara, in care sa se
incadreze raspunsul exact cu probabilitatea respectiva. Aceste limite definesc
intervalul de incredere [55].

Concluziile obtinute prin inductie statistica nu sunt legi absolut sigure, insa
gradul de incertitudine se poate calcula. Metoda statistici de cercetare poate fi
consideratda o metoda matematica exacta daca se cunoaste gradul de incertitudine al
concluziilor trase [56].

Rezultatele fundamentale ale statisticii isi gasesc aplicatii aproape
universale, limbajul statisticii fiind in prezent familiar oricarui cercetator indiferent
de domeniul activitatii sale. Statistica matematica prezinta cea mai mare pondere in
procesul de matematizare al stiintelor [57].

Modelul statistic al unui proces inlocuieste un model ipotetic, real.

Cercetarea statistica porneste cu strangerea datelor de baza si se continua
cu prelucrari si analize succesive. Elaborarea experimentala a modelului matematic
se impune atunci cadnd fenomenul este isuficient cunoscut sau cand fiind prea
complex se doreste simplificarea lui, prin prelucrarea datelor experimentale [38,58].

1.7.2.1 Elementele matematice ale modelarii statistice

Modelele statistice se elaboreaza pe baza coreldrii statistice a datelor
obtinute experimental. Obtinerea datelor poate fi afectata de erori, de aceea in
modelul experimental este introdusa o anumita incertitudine. Eroarea, E depinde de
marimile de iesire ale procesului si modelului (y si respectiv yn): E = E(Y, Ym)-
(5)

Etapele de desfasurare ale identificarii sunt urmatoarele:
stabilirea structurii modelului
realizarea experimentelor pe instalatia reala
interpretarea rezultatelor
deducerea formei finale a ecuatiilor modelului
calculul parametriilor modelului
verificarea modelului
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Modelarea in regim stationar decurge in urmatoarele etape [38]:
Inventarierea variabilelor
Alegerea formei modelului
Obtinerea si testarea datelor
Determinarea coeficientilor modelului
Testarea modelului

uhWwWNRE

1. Inventarierea variabilelor
Variabilele nesemnificative sunt eliminate in cadrul analizei de regresie.
Cresterea numarului de variabile face necesara cresterea numarului de date
experimentale. Examinarea unui model analitic reprezinta cel mai sigur mod de a nu

gresi.

2. Alegerea formei modelului

Forma de baza a modelului matematic pentru un regim stationar este cea a
unui sistem de ecuatii algebrice. Numarul de ecuatii depinde de raportul dintre
variabilele de iesire si variabilele de intrare.

Dacad uj,Uy...,U,, sunt variabile independente (de intrare) si y;...,yx sunt
variabile dependente (de iesire), pentru forma relatiilor de tipul:

yj = fj (Ug,Uz...,Um); i=1,...k (6)
nu se pot indica reguli fixe, aceste relatii constituind modelul matematic.

Stabilirea formei ecuatiilor se mai poate face si prin analiza dimensionala.
Alegerea unei forme polinomiale pentru exprimarea dependentei y(uj,u,,...,uy) este
justificata de faptul ca ea corespunde unei dezvoltari in serie trunchiata (serie
Taylor).

y(Uy,Us...,Un)=ap+ay-us+...+ am-un+ an-ulz + aix- Uptux+...+ aymr U Up+...+
Amm Um2+... (7)

Avantajul principal al formei (7) il constituie liniaritatea in raport cu
coeficientii modelului ( ai,...,@m,a11,+--,31ms-+,@mm) -

3. Obtinerea si testarea datelor

Numarul datelor experimentale trebuie sa fie suficient de mare pentru a
putea determina coeficientii modelului. Experimentele trebuie sa fie astfel distribuite
incat sa acopere in mod uniform domeniul de variatie a variabilelor.

Testarea si interpretarea datelor experimentale poate include aspecte
referitoare la testarea reproductibilitatii datelor, verificarea omogenitatii dispersiilor,
respectarea ecuatiilor de conservare (bilant de materiale, bilant termic) in cadrul
fiecarui experiment, reconcilierea datelor de operare, evaluarea valorilor marimilor
nemasurate [59].

4. Determinarea coeficientilor modelului

Determinarea coeficientilor modelului se face cu ajutorul estimatorului celor
mai mici patrate.

Aplicarea acestei metodei impune variabilelor o serie de conditii a caror
indeplinire trebuie testatd. Utilizarea corecta a metodei celor mai mici patrate
implica de asemenea o repartizare uniforma a valorilor variabilelor independente in
domeniul lor de definitie si un numar insemnat de date experimentale [60].

Pentru un proces cu o intrare u si o iesire y, informatiile preliminare au dus
la concluzia ca dependenta dintre y si u este liniard: y = apg+a;-u. Se presupune ca
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masurand concomitent intrarea si iesirea s-a obtinut un set de date de forma:
(uy,¥1),...,(Un, ¥n). Suma patratelor abaterii valorilor masurate y; de la valorile y;
calculate pe baza relatiei y = ag+a;-u, trebuie sa fie minima:

F(ao,a1)=[ ¥1-(ao+ai u;)]’+..+[ ¥n-( @o+a; u,)]* = z [7, - (ay +a, u,)] =min .
i=1
(8)
Estimarea coeficientilor se realizeaza punand conditia de minim pentru
functia F. Derivatele partiale in raport cu coeficientii ap, a; se egaleaza cu zero.
oF (a,,a,) 1 "o
— = n-a0+a12ui—2yi =0 9)
d(a,) L i=1 i1

N

oF(ay,a,) _

B n n n
2 A
o) g a3 +a Y —zui-y,.}o (10
(ay) L =l i=1 i=l
Prin rezolvarea urmatoarei relatii se obtin coeficientii ag si a;

no 2 [ao } 2V }
2 - N
Zuizui Z”i Y
In cazul analizei de regresie cu o singurd variabild independenta, cazul

dependentei neliniare se pot intalni doua situatii:
- dependenta nu este liniara, dar este liniarizabila

N

(11)
a

Spre exemplu, relatiay =k -e“", prin logaritmare devine liniar3, iar coeficientii se
obtin prin rezolvarea sistemului

- dependenta dintre z si u este liniarizabila

} , unde ap=In(k), iar a;=a. (12)
a,

y = ag+aj-u+a,-u? (13)

Pentru calculul coeficientilor modelului se poate aplica metoda celor mai mici
patrate:

N n . 9 .
F(ao,a1,a2)=[( ¥i-yi)* = Z[yi - (ao +a -u,—a, u ) =min. (14)
i=1

Egaléand cu zero derivatele partiale in raport cu coeficientii ap, a; si a, se
obtine urmatorul sistem de matrici:
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o Su Sul]fe] | 25
Z”i Zuiz Z”i3 a4 = Z”i Y, (15)
Zui2 Z”i3 Zui4 a, zuiz Vi

Prin rezolvarea sistemului (15) se obtin coeficientii modelului ag, a; si a,.

Cazul cel mai general al modelarii statistice este analiza de regresie
multipld, cazul procesului cu mai multe intrari uy,...,u Si 0 singura iesire. Fiecare
marime de iesire se exprima in functie de marimile de intrare.

Daca avem o iegire si m intrari, iar forma modelului matematic este
y = apg+a;-u+an-uUn, determinarea coeficientilor ag,...,an se efectueaza minimizand

suma abaterilor patratice ale valorilor masurate ale iesirii j/i fata de cele calculate
pe baza relatiei

y = ap+ai-u+am-um, (16)
< )
F(ao,....am)= (5, — ,)' = min. (17)
i1
Daca,
Loy, uy U, n
1 u, u e U y
U= 12 2 m2 i Y= Y2 (18)
1 uln u2n umn yn

unde:
U - matricea valorilor masurate ale variabilelor de intrare
Y - vectorul valorilor masurate ale variabilei de iesire,

atunci vectorul parametrilor modelului se calculeaza pe baza relatiei:
A=U"- )" U"Y (19)

Utilizarea corecta a estimatorului celor mai mici patrate implica o repartizare
uniforma a valorilor variabilelor independente si un numar insemnat de date
experimentale.

Estimatorul celor mai mici patrate recursiv este un estimator secvential,
vectorul parametrilor modelului obtindndu-se prin combinatia liniara dintre
estimatie si un termen de corectie. Corectia depinde de eroarea dintre ultima
masuratoare si valoarea estimata a acesteia [61,62].

Folosirea altor estimatori precum cel al verosimilitatii maxime si estimatorul
Bayes, impun definirea densitatii de probabilitate a Iui y conditionata de parametrii
modelului si respectiv densitatea de probabilitate a parametrilor.
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5. Testarea modelului
Dupa ce s-au determinat parametrii modelului, este necesar sa se efectueze
o comparatie intre estimarile facute modelului si datele pe care le-a furnizat
procesul real. Adecvanta globalda a modelului reprezinta capacitatea modelului de a
reprezenta datele experimentale cu o anumitd precizie in raport cu eroarea
experimentala [63].

Criteriul Fischer sau testul F reprezinta raportul dintre cea mai mare si cea
2
mai micd dispersie: F. = e,max2 . Criteriul Fischer calculat Fc , se compard cu
Se,min
criteriul Fischer tabelat, Fr.
Daca:
Fc < Fr, atunci dispersiile sunt omogene, difera nesemnificativ;
Fc > Fr, atunci dispersiile sunt neomogene si se retesteaza pana se obtine Fc < Fr

[56].

Testul F poate fi utilizat si pentru modele matematice cu o singura variabila
dependenta (y) si mai multe independente (x), cu o eroare experimentala constanta
necunoscuta evaluabila din n. experiente replicate: [64]

o' ~E(s} s =¥_1—;) (20)
Unde:

E - media variabilei repartizate statistic
S.2- dispersiile valorilor variabilelor fatd de mediile lor aritmetice.

Dispersia de adecvant3 o?:

n

20 = i)

ol=t (21)

n—-m-1

Deviatia standard:

n

z (.)A/z - yicalc )2

oc=\|+— (22)
n—-m-—1

Indicatorul preciziei modelului, R?*:

Zn: (y icale ;)Z

RP==_ (23)

3 (5,-5)

i=1
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Cu ajutorul coeficientului de corelare multipla se poate determina
capacitatea globald a modelului de a reprezenta datele experimentale. Acest
coeficient trebuie sa fie mai mare de 90% si se recomanda utilizarea lui doar
fmpreuna cu alte teste de adecvanta.

n

Z(?l - yicalc )2

l-=s (24)

i(j’i —y)2

i=1

Unde:

n - numarul de seturi de date,

m - numarul de variabile independente,

y — variabila dependenta,

Yicalc — Valoarea rezultata pentru z pe baza ecuatiei de regresie,

)71. - valoarea experimental3,

¥y - valoarea medie

in cazul in care modelul nu este adecvat se pot lua decizii care:
v' nu schimba forma modelului
v' implicd schimbarea modelului prin reluarea determinarilor experimentale.

1.7.3. Notiuni generale de simulare numerica
in construirea modelelor sistemelor reale modelarea si simularea reprezinta

un complex.
Cele trei elemente importante implicate in procesul de simulare sunt [43,

65, 66,67]
v sistemul real
v" modelul

v' calculatorul
In figura 8, este reprezentatda schema logica generala a simularii [66]:

' Sistemul real

Modelul abstract

v

Modelul real

' Date analitice
'l Date simulate <
o

Figura 8 - Schema logica generala a simularii

Date din sistem

Simularea repezinta o tehnica de realizare a experimentelor, reprezentarea
unui proces fizic, cu ajutorul calculatorului numeric si implica realizarea unor modele
matematice logice ce descriu comportarea sistemului real pentru a obtine informatii
in ceea ce priveste comportarea lui [43, 66, 68, 69].

Procesul de simulare se realizeaza in urmatoarele faze [65]:

o formularea problemei, care de multe ori se confunda cu formularea obiectivului
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atasat unei descrieri
e construirea modelului, care implica identificarea relatiilor dintre parametrii
definitorii ai procesului si exprimarea obiectivului in functie de acesti parametrii.
Multe dintre tehnicile de validare a modelelor sunt folosite de asemenea la
verificarea simularilor [43, 44, 70].

Principalele avantaje ale metodelor de simulare sunt [43, 66]:
> se pot studia sisteme de orice complexitate
» conditiile unui experiment pot fi controlate mai usor pe modele de simulare
decat pe sistemul real
> in timpul simularii timpul este condensat
> un experiment cu un model de simulare este mai ieftin decat o cercetare pe
sistem real
> experimentul cu un model de simulare nu bruiaza sistemul real
> unii parametrii pot fi schimbati cu usurinta in timpul simularii, spre deosebire de
cercetarea pe sistemul real

Desi, des folosita in cercetare, simularea prezinta si o serie de dezavantaje.

Prin definitie modelul de simulare este mai simplu decét realitatea pe care o
reprezinta si de aici, poate aparea pericolul de a nu lua in considerare unele aspecte
esentiale. Prin simulare nu pot fi oferite solutii foarte precise, acolo unde acestea
sunt absolut necesare fiind preferate metodele analitice.

Simularea nu poate da un rezultat optim si nu prezinta garantia unei solutii
optime, lucru datorat faptului cd metoda simularii este o metoda euristica ce
raspune doar la intrebarea
“ Ce se intdmpla daca...?”. Atunci cand se incepe studiul unui model de simulare nu
se stie daca simularea va produce rezultatele scontate [43, 66].
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2. STUDII EXPERIMENTALE

Mierea de albine este un produs valoros fiind utilizat frecvent ca si hrang,
dar si ca si produs terapeutic. Din vremurile antice, efectul antibacterial al mierii a
fost observat datorita abilitatii sale de a stimula vindecarea rapida a rdnilor si
inhibarea agentilor patogeni. In plus, fata de activitatea antibacteriana, mierea are
capacitate antioxidanta, care poate actiona pentru a modula producerea de radicali
liberi.

Problema folosirii antibioticelor pentru a trata albinele este abordata cu
atentie peste tot in lume. O administrare necontrolata a antibioticelor poate duce la
contaminarea produselor si prin aceasta sa afecteaze siguranta alimentelor.

Scopul general al strategiei sanatatii din cadrul Uniunii Europene (UE) 2007-
2013 este de a imbunatatii si proteja sanatatea umana. Una din actiunile acestei
strategii este de a incuraja produsele si tehnologiile sigure, inovative si eficiente din
punct de vedere al costurilor.

Din cauza efectelor negative pe care le au produsele apicole contaminate cu
reziduuri de antibiotice asupra consumatorilor, este absolut necesara verificarea
calitatii acestora prin metode sigure, care sa confere rezultate de incredere.

Principalele antibiotice folosite |la tratarea si prevenirea bolilor albinelor, care
prin folosirea necorespunzatoare pot influenta calitatea mierii sunt tetraciclina si
streptomicina.

Determinarea reziduurilor de antibiotice din miere a constituit in ultimii ani o
preocupare generald, deoarece acesti compusi pot reduce eficacitatea proprietatilor
benefice ale mierii, iar dacd se gasesc in cantitati semnificative, pot reprezenta o
amenintare grava pentru sanatatea umana.

Folosirea tetraciclinei pe perioade indelungate este periculoasa pentru
sanatatea oamenilor. Aceasta determina efecte toxice asupra ficatului si la nivel
renal. La nivelul SNC, tetraciclinele produc asa numitul sindrom ,Pseudotumor
cerebri”. Deoarece traverseaza bariera placentarda, nu se administreaza in a 2-a
jumatate a sarcinii, cand se depune pe mugurele dentar la fat, ceea ce ar duce
ulterior la coloratia in galben a dentinei. Folosirea tetraciclinelor nu se recomanda la
copii sugari si mai mici de 8 ani, acestea acumulandu-se in oase si dinti,
determigénd astfel afectarea smaltului dentar si inhibarea cresterii.

In conformitate cu Legea (CE) nr. 470/2009 si Legea (UE) nr. 37/2010, in
Uniunea Europeana, nivelul maxim de reziduuri pentru tetraciclind in miere nu a fost
stabilit. Ceea ce inseamna ca prezenta reziduurilor de tetraciclind in miere nu este
permisa. In ciuda deciziei, unele tari au stabilit limite maxime admise sau nivele
tolerate de tetraciclind in miere. De exemplu, in Belgia, limita maxima admisa
pentru tetraciclind a fost fixatd la 20 pg kg?!, Franta aplicd o limitd de
neconformitate pentru tetraciclind in miere de 15 pg kg™, limita in Marea Britanie
este de 50 ug kg™, in timp ce nivelul de tolerant3 in Elvetia este de 20 ug kg,

Laboratoarele Comunitare de Referintd au propus 20 ug kg™ ca fiind limita
maximad admisd pentru tetraciclina din miere si 40ug kg pentru streptomicina.
Romania, in concordantda cu legislatia europeana a adoptat acest nivel de
concentratie pentru detectarea reziduurilor de tetraciclina si streptomicina in miere.

Astfel, pentru a elimina riscul contaminarii produselor alimentare cu
reziduurile de tetraciclind si streptomicina este necesara monitorizarea lor.
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Termenul de “antibiotic” este folosit pentru o gama larga de compusi cu
efect antibacterian. Antibioticele se impart in cinci clase: peniciline, tetracicline,
macrolide, aminoglicoze si amfenicoli.

Utilizarea antibioticelor, mai ales atunci cand este nejustificatd si
nerationald, este insotitda nu numai de riscuri imediate, ci si de reactii secundare
care au efecte prelungite asupra organismului si consecinte tardive din cele mai
nefaste.

Rezistenta microbiana la tetracicline se instaleaza treptat mai ales dupa
folosirea repetata in mod prelungit. Prin distrugerea echilibrului microbian intestinal,
tetraciclinele dau frecvent tulburari digestive sub forma de: iritatie gastrointestinala,
diaree, greturi, voma, dureri abdominale, senzatie de arsura la defecatie. Au fost
semnalate cazuri de ulcere esofagiene asociate cu pancreatitd, de aceea
tetraciclinele nu sunt indicate in colitd ulceroasa sau cand exista predispozitii la
micoze. Alteratiile mucoaselor datorate folosirii tetraciclinelor pot sa apara chiar
dupa primele zile. Se pot dezvolta infectii enterice cu Candida, foarte rar
enterocolita pseudomembranoasa. La femeile insarcinate se pot dezvolta fenomene
de insuficienta hepato-renald, cu icter, acidoza, retentie azotata si soc. In cazul
bolnavilor cu insuficientd renald tetraciclinele sunt contraindicate. Acestea se
acumuleaza, dand efecte toxice, inclusiv afectarea toxica a rinichiului, cu
degenerescenta grasa a celulelor. Tetraciclinele se depun in schelet sub forma de
ortofosfat tetraciclino - calcic, avand afinitate pentru tesuturile pe cale de calcifiere.
Trebuie evitatda administrarea tetraciclinelor in a doua parte a sarcinii, precum si la
copii deoarece inhiba cresterea, iar la fat se depun pe mugurele dentar, ducand
ulterior la coloratia in galben a dentinei sau chiar la absenta emailului dentar. La
sugari poate sa apara un fenomen reversibil dupd incetarea administrarii
tetraciclinei si anume cresterea presiunii lichidului cefalorahidian, cu bombarea
frontalelor. Rar pot sa producad si fenomene de sensibilizare alergicad prin eruptii
cutanate si febrd. Tetraciclinele pot produce tulburdri hepatice mai ales la persoane
cu antecedente hepatice [71, 72, 73, 74, 75, 76]. Preparatele vechi sunt nefrotoxice
[77].

Principalul efect secundar toxic al streptomicinei este afectarea nervului
vestibular, ajungandu-se chiar la pierdere de echilibru si surditate, daca
administrarea nu este intrerupta. Riscul este ridicat la pacientii cu functie renald
afectata, cand se recomanda madsurarea nivelelor serice de streptomicind pentru a
evita toxicitatea [78].

La femei insarcinate streptomicina nu se foloseste, putand cauza lezarea
nervului auditiv si nefrotoxicitate la fat. Rar, aceste antibiotice pot da febra insotita
de cefalee, varsaturi si rash cutanat.

Din cauza efectelor negative asupra organismului, prin folosirea neadecvata
a antibioticelor, concentratiile de tetraciclind si streptomicind prezente in miere
influenteazad in mod negativ calitatea acesteia. Astfel, prezenta antibioticelor in
produsele alimentare este privitd de autoritatile sanitar-veterinare europene ca
foarte nociva pentru consumator. In acest sens, Uniunea Europena prin legislatia in
vigoare a incercat stabilirea limitei maxime admise pentru aceste reziduuri cat mai
jos. In ceea ce prieste apicultura, legislatia nationala s-a adaptat la cerintele UE.

Unii apicultori din Romania inca practica tratamentele preventive cu diverse
antibiotice. Aceste tratamente preventive sunt inutile deoarece pot ascunde semnele
infectarii, ele ducand doar la deprecierea mierii. In urma analizelor de laborator a
mierilor propuse la export, s-a evidentiat un numar foarte mare de cazuri de
concentratii de streptomicina si tetraciclina peste limitele admise.
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in apiculturd antibioticele sunt eficiente numai in cazurile de imbolndvire a
stupului cu loca. Pentru a folosi antibioticele in mod eficient, fard a afecta calitatea
mierii, este necesara o buna cunoastere a simptomelor clinice ale bolilor si
cunoasterea metodelor corecte de tratament.

Formula structurala a tetraciclinei este:

Formula chimica: Cy1H,405N;
Masa molara: 432 g/mol
Punct de topire: 214 °C

Familia tetraciclinelor cuprinde tetracicline naturale (de extractie) si
tetracicline de sinteza precum: clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina,
rolitetraciclina, metaciclina, dimetilclortetraciclina, doxiciclina, minociclina.

Tetraciclina a fost obtinuta prin tratarea aureomicinei cu hidrogen fin
prezenta carbunelui paladat, cdnd se produce o dehalogenare reductiva si se
formeaza clorhidratul tetraciclinei. Se mai poate obtine si pe cale fermentativa [79].

Tetraciclinele sunt pulberi cristaline, de culoare galbena, inodore, cu gust
amar, sensibile la lumina si cdldura. In conditii corespunzatoare, se mentin
nealterate 4-5 ani. In general in prezenta ionilor metalelor grele aceste antibiotice
sunt instabile. Tetraciclina propriu-zisa este cea mai stabilda din aceasta clasa de
substante.

Sunt antibiotice cu actiune aproape exclusiv bacteriostatica, cu spectru larg
si cu o absorbtie digestiva buna. Toate sunt active asupra germenilor gram-pozitivi
si gram-negativi (cu exceptia proteusului si piocianicului), asupra germenilor
anaerobi, spirochetelor, leptospirelor, rickettsiilor, micoplasmelor. Pot fi asociate cu
aminoglicozide, cloramfenicol sau macrolide, dar asocierea cu peniciline si
cefalosporine este interzisa deoarece au mecanism de actiune diferit. [80]

Exista o legatura stransa intre structura chimica si efectul farmacodinamic.
S-a demonstrat actiunea antibacteriana prin directa corelatie cu gruparile fenol-oxo
a partii inferioare a celor patru cicluri. Efectele dispar daca aceste grupuri sunt
modificate. Tetraciclinele actioneaza prin chelarea cationilor metalelor bivalente, cu
inhibitia ulterioara a unor sisteme enzimatice bacteriene. La nivelul ribozomilor
bacterieni este inhibata selectiv legdtura dintre aminoacizi si ARN realizédndu-se
blocarea sintezei proteice. .

Tetraciclinele se metabolizeaza diferit in organism. In timp ce oxitetraciclina
se traqsformé numai 20 %, tetraciclina se metabolizeaza in proportie mult mai
mare. In proportie de 40 % tetraciclina este eliminata prin scaun, sub forma activa,
ceea ce explica influenta acesteia asupra florei. Prin urind se elimina aproximativ 90
% din cantitatea de tetraciclind. Viteza cu care se elimina antibioticul depinde de
natura substantei.
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Formula structurala a streptomicinei este:

Alte denumiri folosite: 5-(2,4-Diguanidino-3,5,6-trihidroxi- ciclohexoxi)-4-[4,5-
dihidroxi- 6-(hidroximetil)- 3-metilamino- tetrahidropiran-2-
ilJoxi- 3-hidroxi-2-metil- tetrahidrofuran- 3-carbaldehid

Formula chimica: Cy1H39N;01>

Masa molara: 581,574 g/mol

Punct de topire: 12 °C

Streptomicina face parte din grupa aminglicozidelor, care actioneaza asupra
bacteriilor gram-negative si asupra celor acido-rezistente. Premiul Nobel pentru
descoperirea acestui antibiotic a fost atribuit profesorului Selman Abraham
Waksmann.

Extrasa din culturile de Streptomyces gnseus, Streptomicina este o baza
puternica, optic activa, solubild in apad, insolubild in eter, cloroform si acetona. Cu
acizii formeaza saruri usor solubile Tn apa (HCI, HBr etc). In practica se utilizeaza o
sare dubld cu clorura de calciu, a triclorhidratului streptomicinei sau sarurile
streptomicinei cu acid sulfuric, fosforic sau clorhidric [79].

Streptomicina nu penetreaza intracelular de ceea este activa in principal pe
micobacteriile extracelulare, microbacterii atipice (M. kansasii, M. avium), fata de
M.tuberculosis, cat si fata de unii bacili Gram-negativ, coci Gram-pozitiv si Gram-
negativ. La nivel digestiv se absoarbe redus, aproximativ 20%. Se metabolizeaza
foarte putin, aceasta eliminandu-se practic nemodificaté pe cale renald (80%), prin
filtrare glomerulara. Actioneazad bacteriostatic la concentratii mici si bactericid la
concentratii mari. Rezistenta la streptomicina se instaleaza relativ repede.

Prezintd un risc mare de producere a unor reactii toxice, in special in
conditile administrarii prelungite. Poate produce ototoxicitate, cu tulburari
vestibulare si acustice, nefrotoxicitate, cu risc, in special in caz de insuficienta
renald, fenomene alergice, cu eruptii cutanate si fenomene iritative, radiculare si
medulare, dupad introducerea intrarahidiana. Streptomicina este antibioticul fatd de
care germenii patogeni pot dobandi foarte usor rezistenta [77].

Avand in vedere cele prezentate anterior din care se observa
importanta limitarii concentratiei de antibiotice in miere, in cadrul acestei
lucrari ne-am propus sa efectuam o serie de studii teoretice si
experimentale referitoare atat la concentratiie de antibiotice existente in
produsele obtinute in diferite zone ale Romaniei cat si la posibilitdtiile si
metodologiile tehnice de reducere a acestora. De asemenea, am incercat sa
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elaboram studii teoretice pe baza unor modele matematice, care sa reflecte
dependentele existente intre indicatorii de calitate ai mierii si o serie de
parametrii fizico-chimici importanti. Pe baza formei acestor modele
matematice se poate stabili o predictie asupra modalitatilor de modificare a
parametrilor fizico-chimici, astfel incat indicatorii de calitate ai mierii sa fie
imbunatatiti semnificativ.

In concordanta cu scopul acestei lucrari, ne-am propus realizarea
unor obiective concrete in partea experimentala. In vederea atingerii
acestor obiective s-au abordat o serie de directii de cercetare adecvate.
Atat obiectivele propuse a fi realizate cat si directiile de cercetare abordate
sunt prezentate in continuare.

2.1. Obiectivele partii experimentale

1. Descrierea metodelor de lucru si a aparaturii utilizate in monitorizarea
indicilor de calitate.

2. Realizarea unei baze de date experimentale in urma monitorizarii efectuate
timp de sase ani asupra diferitelor tipuri de miere, din diferite regiuni ale
tarii.

3. Prelucrarea datelor experimentale cu programe de calcul specifice.

4. Determinarea modelelor matematice ce caracterizeaza influenta
concentratiilor de tetraciclina si streptomicind asupra calitatii diferitelor
sorturi de miere in conditii diferite de temperatura

5. Verificarea si testarea modelelor matematice obtinute, prin calculul
indicatorilor de adecvanta.

6. Elaborarea unor tehnici strategice de imbunatatire a indicatorilor de calitate
a mierii pe baza concluziilor elaborate in urma studiilor efectuate.

7. Generarea si trasarea unei harti a Romaniei cu specific apicol, pe baza
studiilor efectuate in lucrare.
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2.2. Directiile de cercetare abordate

A). Determinarea gradului de poluare cu reziduuri de tetraciclind si streptomicina in
raport cu zona geografica.

B). Monitorizarea continutului de reziduuri de antibiotice prin determinarea
concentratiei de tetraciclind si streptomicind din trei sorturi de miere n judetul
Timis.

C). Studiul stabilitatii limitei concentratiei reziduurilor de tetraciclind in mierea de
albine in functie de timp si in functie de sortul de miere.

D). Studiul stabilitatii limitei concentratiei reziduurilor de streptomicina in mierea de
albine in functie de timp si de temperatura.

E). Studiul comparativ al metodelor de detectare screening, respectiv de confirmare
a concentratiei reziduurilor de streptomicind din mierea de albine cu metoda
H.P.L.C.

F). Stabilitatea concentratiei reziduurilor de tetraciclind si streptomicina in trei
sorturi de miere in conditii diferite de temperatura.

2.2.1 Tehnica de abordare a cercetarilor experimentale

in cadrul cercetérilor experimentale s-au masurat urmatorii parametrii:

= concentratia de tetraciclind in functie de timp din sorturi diferite de miere si
in raport cu diverse regiuni geografice

= concentratia de streptomicina in functie de timp, din diverse regiuni
geografice

= concentratia de tetraciclina din miere in vederea studierii stabilitatii acestui
antibiotic in mierea de albine

= concentratia de steptomicina in functie de temperatura si in functie de tipul
de miere

Pentru a urmari influenta concentatiilor reziduurilor de tetraciclina si
streptomicind asupra calitatii mierii, este necesar a se cunoaste stabilitatea acestor
antibiotice in timp si in conditii diferite de temperatura.

In cadrul abordarii directiilor de cercetare mentionate la punctul 2.2 au fost
monitorizate in timp probe de miere de albine, analizdndu-se in vederea
determinarii concentratiei de tetraciclina si streptomicina.

Astfel, s-a obtinut o baza de date, care a fost prelucrata matematic in
vederea formularii unor concluzii referitoare la influenta antibioticelor asupra calitatii
mierii de albine si la imbunatatirea acesteia.

Avand in vedere obiectivele propuse, in cele ce urmeaza se vor prezenta
metodele si aparatura utilizata in cadrul efectuarii determinarilor experimentale.

Echipamentele de laborator utilizate sunt etalonate conform unei planificari
anuale, de catre firme specializate si verificate intermediar de catre analist in
conformitate cu Planul anual de verificare intermediara a aparaturii. De asemenea,
micropipetele utilizate sunt etalonate periodic.
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2.2.2. Metode experimentale, materiale de lucru, echipamente
si aparatura

Metoda Elisa pentru determinarea reziduurilor de tetraciclina

Baza acestui test este reactia dintre antigen si anticorp. Godeurile existente
in kit sunt captusite cu conjugat proteic de tetraciclind. Dupa adaugarea
standardelor si probelor se adauga anticorpii antitetraciclind. Tetraciclina libera si
cea imobila competitioneaza pentru situsurile de legare ale anticorpilor
antitetraciclind. Orice anticorp nelegat este eliminat in faza de spalare, iar enzima
marcheaza anticorpul secundar antitetraciclina adaugat. Dupad inlaturarea enzimei
nelegate prin spalare, se adauga substrat (peroxid uree) si cromogen si se
incubeaza. Enzima conjugat legata transforma culoarea din incolor in albastru, iar
prin addugarea solutiei de stopare, culoarea vireaza in galben. Masuratorile se fac
fotometric la 450 nm [81].

Echipamentele de incercare si mijloace de masurare sunt

urmatoarele (figurile 9,10, 11, 14, 15, 16):

e Cititor placi ELISA TECAN - utilizat la citirea godeurilor, cu sistem de
inregistrare automat;
Balanta analitica Kern 770-60 - utilizata la cantarirea reactivilor
Balanta tehnica Kern 2200-2NM - utilizata la cantarirea probelor
pH-metru digital — utilizat la masurarea pH-ului solutiilor
Spalator automat de placi - utilizat la spalarea godeurilor
Micropipeta de 100ul, 200 ul, 1000 pl cu varfurile corespunzatoare
Vortex, pentru agitarea probelor
Baie ultrasonica pentru agitarea probelor

Figura 9 — pH-metru digital Figura 10 - Spalator automat de placi
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Figura 11 - Vortex

Reactivii si materialele utilizate:
e Chit Elisa R-Biopharm (figura 12):

Figura 12 - Chit Elisa R-Biopharm tetraciclina

e Solutie pentru spalare - care se prepara astfel: 0,55 g fosfat monosodic,
2,85 fosfat disodic, 9 g clorura de sodiu si 0,1% Tween 20. Se ajusteaza
pH-ul la 7,4 si se aduce la semn intr-un balon de 1000 ml cu apa distilata;

e Solutia tampon 20 mM PBS - care se prepara din 0,55 g fosfat monosodic
hidratat cu o molecula de apa, 2,85 g fosfat disodic hidratat cu douad
molecule de apa si 9 g clorura de sodium. Se aduce la semn intr-un balon
cotat de 1000 ml cu apa distilata;

Pregatirea probelor de miere

S-a cantarit 1 g miere la care s-a adaugat la o dilutie de 1:50 (1+49)
solutie tampon PBS 20 mM cu un pH=7,4. Pentru dizolvarea completa a mierii
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probele s-au agitat energic pe Vortex si cinci minute pe baia ultrasonicd. in analiz&
s-au utilizat 50 ul proba.

Pregatirea reactivilor specifici determinarii tetraciclinei

Standardele si reactivii se utilizeazd conform protocolului de lucru a
chitului ELISA R-Biopharm R3501-Enzime Linked Immunosorbent Assay (redy to
use), nefiind necesara diluarea acestora.

Solutiile standard prevazute in chit sunt concentrate si trebuie diluate
1:10 (149) cu solutie tampon 1. Inainte de utilizare se agita usor. In chit exista 6
standarde de concentratii diferite care vor fi diluate astfel:

Standard 1: 0 ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon 1 ............0 ppb
Standard 2: 0,50 ppb 50 ul conc. + 450 pl tampon 1......... 0,05 ppb
Standard 3: 1,50 ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon 1....... 0,150 ppb
Standard 4: 4,5 ppb 50 pl conc. + 450 ul tampon 1........ 0,450 ppb
Standard 5: 13,5 ppb 50 ul conc. + 450 pl tampon 1.......... ,350 ppb
Standard 6: 40,50 ppb 50 pl conc. + 450 ul tampon 1.......... 050 ppb

Determinarea propriu - zisa ELISA s-a fectuat astfel [81]:
a) s-au inserat un numar suficient de godeuri in rama microplacii, pentru testarea
standardelor si a probelor in duplicat
b) s-au adaugat cate 50 ul proba si standard in godeuri separate, in duplicat;
c) in fiecare godeu s-au introdus 50 ul de anti-tetraciclina - anticorp;
d) dupd agitarea pl3cii, s-a incubat timp de 1 h, la temperatura camerei (20-25°C),
la intuneric.
e ) s-a scurs lichidul din godeuri pe hartie de filtru si s-au spalat cu 250 ul solutie
de spalare repetandu-se operatiunea de trei ori.
f) s-au addugat 100 pl conjugat enzimatic in fiecare godeu si s-a incubat placa timp
de 15 minute la temperatura camerei (20-25°C), la intuneric.
g) s-a spalat placa cu 250 pl solutie de spalare repetandu-se operatia de trei ori;
h) s-au adaugat cate 50 ul de substrat si 50 ul cromogen si s-a incubat placa timp
de 15 minute la temperatura camerei, la intuneric
i) s-au adaugat 100 pl solutie de stopare (existenta in chit) in fiecare godeu si s-a
masurat absorbanta la 450 nm in decurs de 60 minute de la adaugarea solutiei de
stopare.

Exprimarea rezultatelor

Valorile medii ale absorbantei standardelor si respectiv, probelor se impart
la valoarea absorbantei primului standard (zero standard) si se inmultesc cu 100.
Astfel, standardul zero devine egal cu 100% si valorile absorbantelor apar fin
procente.

Programul Ridawin calculeaza valorile concentratiei in functie de absorbanta,
inregistrand graficul semilogaritmic si calculand concentratia reald de tetraciclina din
proba.

Curba de calibrare este liniara in domeniul 0,150-1,350 ug/kg (ppb), iar
concentratiile de tetraciclina in pg/kg corespunzatoare absorbantei fiecarei probe se
pot citi de pe curba de calibrare [81].

Pentru a obtine concentratia reala de tetraciclind in proba, valoarea obtinuta
trebuie multiplicata cu factorul de dilutie, care este egal cu 50.
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Metoda Elisa pentru determinarea reziduurilor de streptomicina

Principiul testului este reactia dintre antigen si anticorp. Godeurile
placutei sunt captusite cu anticorpi antistreptomicind. Addugandu-se standardele,
probele, conjugatul si anticorpii antistreptomicina are loc o reactie competitiva
imunoenzimatica intre streptomicina libera si conjugatul enzimatic de streptomicina.
In acelasi timp, anticorpii antistreptomicind sunt de asemenea, legati de anticorpii
imobilizati capturati. Orice enzima conjugata ramasa nelegata este inlaturata in faza
de spalare. Dupa introducerea in godeuri a substratului (peroxid de uree) si a
cromogenului (3,3 ', 5,5'-tetrametilbifenil-4,4'-diamina) si dupa faza de incubare,
enzima conjugata legatd transforma culoarea cromogenului de la incolor la albastru.
Prin addugarea solutiei de stopare (acid sulfuric) culoarea vireaza la galben.
Masuratorile se fac fotometric la o lungime de unda de 450nm. Absorbanta este
invers proportionala cu concentratia de streptomicina din proba.

Echipamentele de incercare si mijloacele de masurare utilizate sunt
prezentate in figurile 9, 10, 11, 12,13,14,15,16.
Acestea sunt:
e Rotavapor Laborotta cu baie de apa termoreglabild - utilizat la concentrarea
probelor si la evaporarea solventilor;
e Cititor placi ELISA TECAN - utilizat la citirea godeurilor, cu sistem de
inregistrare automat;
Balanta analitica Kern 770-60 - utilizata la cantarirea reactivilor;
Balanta tehnica Kern 2200-2NM - utilizata la cantarirea probelor;
pH-metru digital - utilizat la masurarea pH-ului solutiilor;
Spalator automat de placi - utilizat la spalarea godeurilor;
Sistem de extractie SPE Manifold - utilizat la purificarea si extractia
probelor;
e Micropipeta de 100ul, 200 pl, 1000 pl cu varfurile corespunzatoare.

e

Figura 13 - Sistem SPE Manifold Figura 14 - Balanta analitica
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Figura 15 - Cititor Tecan

Figura 16 - Rotavapor
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Reactivii si materialele utilizate:
Chit Elisa (figura 17)

Figura 17 - Chit Elisa R-Biopharm streptomicina

Solutia de extractie pH 2 care se prepara astfel: se amesteca 2,0 g (=50
mM) sare de sodiu a acidului heptan-sulfonic cu 1,9 g (=25 mM) fosfat
trisodic hidratat cu 12 molecule de apa si se aduce la semn intr-un balon
cotat de 200 ml cu apa distilata. Se ajusteaza pH-ul cu acid o-fosforic la 2,0.
Solutia tampon PBS care se prepara astfel: din 0,55 g fosfat monosodic
mono-hidratat, 2,85 g fosfat disodic dihidratat si 9 g clorura de sodiu si se
aduce la semn intr-un balon cotat de 1000 ml cu apa distilata [82].

Pregatirea probelor de miere:

Pentru extractie s-au parcurs urmatoarele etape [82]:

s-a cantarit cate un gram de miere din probele luate in discutie in eprubete
gradate

s-au adus la semn la un volum de 10 ml cu solutie de extractie cu pH=2,0
s-au agitat probele timp de 10 minute pana la dizolvarea completa a mierii
s-au centrifugat apoi timp de 10 minute la centrifuga, cu 3000 rotatii /
minut, la o temperaturd de 20-25°C, pan3 cand solutia a devenit limpede

Pentru purificarea extractului s-a folosit o coloana RIDA C18.

s-a spalat acesta coloana cu 2 ml metanol (100%) si cu 2 ml apa distilata
apoi s-a trecut pe coloana 5 ml de extract de proba cu o viteza de
aproximativ 15 picaturi/min

s-a spalat coloana cu 3 ml apa distilata

s-a inlaturat orice exces de lichid folosind un jet de aer sau de azot timp de
2 minute

s-a eluat proba cu 1 ml metanol (100%), cu 15 picaturi/minut
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e s-a evaporat eluatul cu ajutorul rotavaporului pana la sec sub curent de aer
sau azot la o temperaturd de 40-50°C

e s-a redizolvat reziduul in 10 ml solutie tampon PBS

e s-a folosit in analiza 50 pl/godeu

_ Pregatirea reactivilor specifici determinarii streptomicinei .

In chit, conjugatul enzimatic de streptomicina este concentrat. In stare
diluatd are o stabilitate mica si de aceea se prepara doar cantitatea care se
utilizeaza in analizd, in ziua respectiva. Diluarea se face 1:11 (1+10) cu solutia
tampon existenta in chit (de exemplu: 200 ul conjugat concentrat + 2 ml solutie
tampon poate fi folosit pentru 4 randuri de godeuri).

Anti-streptomicina-anticorp este de asemenea in stare concentrata.
Solutia se dilueaza 1:11 (1+10) cu solutie tampon. De exemplu, la 200 ul anti-
streptomicina-anticorp concentrata se adauga 2 ml solutie tampon. Aceasta poate fi
folosita pentru 4 réanduri de godeuri.

Solutiile standard prevazute in chit sunt concentrate si trebuie diluate
1:10 (1+9) cu solutie tampon. Standardele diluate se agita usor inainte de folosire.

In chit existd 6 standarde de concentratii diferite care vor fi diluate astfel:

Standard 1: 0 ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon ............. 0 ppb

Standard 2: 5 ppb 50 pl conc. + 450 ul tampon ........... 0,5 ppb
Standard 3: 20 ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon .............2 ppb
Standard 4: 80 ppb 50 ul conc. + 450 pl tampon ................ 8 ppb
Standard 5: 320ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon ............. 32 ppb
Standard 6: 1280ppb 50 pl conc. + 450 pl tampon ...........128 ppb

Determinarea propriu - zisa ELISA s-a efectuat astfel:
e s-ainserat pe rama un numar suficient de godeuri, astfel incat, atat probele cat
si standardele sa fie prelucrate in duplicat si s-a inregistrat pozitia lor pe placa.
e s-au addugat cate 50 pl din fiecare standard sau proba si 50 ul de conjugat
enzimatic diluat in fiecare godeu.
e s-au adaugat apoi, 50 ul de anticorp diluat in fiecare godeu.
e s-a agitat usor placa si s-a incubat timp de 2 h la temperatura camerei (20-
25°C), la intuneric.
e s-a spalat placa cu cate 250 pl apa distilata de trei ori, dupa care s-a inlaturat
lichidul n totalitate, scuturand bine placa.
e s-au addugat 50 pl substrat si 50 pl de cromogen in fiecare godeu. S-a agitat
usor placa si s-a incubat timp de 30 minute la temperatura camerei, la intuneric.
e s-au adaugat 100 ul solutie de stopare in fiecare godeu. S-a amestecat usor prin
miscarea placii manual si s-a masurat absorbanta la 450 nm. Placa s-a citit in
decurs de 60 minute de la adaugarea solutiei de stopare.

Exprimarea rezultatelor

Valorile medii ale absorbantei standardelor si respectiv, probelor se impart
la valoarea absorbantei primului standard (zero standard) si se inmultesc cu 100.
Astfel, standardul zero devine egal cu 100 % si valorile absorbantelor apar in
procente.

Pentru calculul concentratiei s-a folosit programul Ridawin. Acesta
calculeaza valorile concentratiei in functie de absorbanta, inregistrand graficul
semilogaritmic si calculdnd concentratia reala de streptomicina din proba in pg/kg.
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Curba de calibrare este liniara in domeniul 2-32 ug/kg (ppb), iar
concentratiile de streptomicina in ng/kg corespunzatoare absorbantei fiecarei probe
se pot citi de pe curba de calibrare [82].

Pentru a obtine concentratia reald de streptomicind in proba, valoarea
obtinuta trebuie multiplicata cu factorul de dilutie. In cazul metodei de lucru
prezentate factorul de dilutie este 20.

2.3. Studii efectuate in cadrul directiilor de cercetare
propuse

In continuare sunt prezentate studiile efectuate in cadrul directiilor de
cercetare mentionate la punctul 2.2:

2. 3.A Determinarea gradului de poluare cu reziduuri de tetraciclina
si streptomicinad in raport cu zona geografica

Reziduurile de antibiotice odata ajunse in miere in mare parte raman acolo.
Pe langa o posibila degradare chimica in timp a antibioticului din miere, o alta cale
de diminuare a nivelului de reziduuri in timpul recoltei este efectul de dilutie, care in
mare masurd depinde de locul productiei (aria geogaraficd) si de conditiile
meteorologice din timpul infloririi [83].

Monitorizarea reziduurilor de substante antimicrobiene este indispensabila,
recoltarea de probe efectudndu-se in scop bine determinat in cadrul unui control
oficial, in vederea verificarii sigurantei produsului si respectiv a conformitatii
alimentului cu criteriile de siguranta prevazute de legislatia in vigoare.

Scopul studiului constituie testarea gradului de contaminare cu
antibiotice a trei sorturi de miere, comparativ pentru mai multe judete din
tara. Aceasta cercetare s-a efectuat pe probe de miere de salcam, de tei si
poliflora, acestea fiind cele mai comercializate mieri din Romania.
Prelevarea probelor in vedere analizarii lor s-a facut de la stupine din
diverse zone geografice, iar cercetdrile se bazeaza pe determinarea
reziduurilor de tetraciclina si streptomicina pe o perioda de 6 ani, respectiv
2003-2008.

Acest studiu prezinta cercetarile efectuate pe mierile provenite din judetele
din jumatatea de vest a tarii, cercetari care se refera la monitorizarea concentratiilor
de tetraciclind si de streptomicind in vederea obtinerii unor mieri de calitate
superioara. In aceasta directie s-au folosit seturi de date furnizate de Directia
Sanitara Veterinara si pentru Siguranta Alimentelor Timis.

Determinarile experimentale efectuate pentru a detecta concentratiile de
tetraciclina si respectiv streptomicind, s-au realizat folosind chitul Elisa cu o limita
de detectie de 15 pg/kg pentru determinarea tetraciclinei, respectiv 20 pg/kg pentru
detectarea streptomicinei. Chiturile au fost furnizate de firma R-biopharm. Pentru
citirea absorbantelor la lungimea de unda de 450 nm, in vederea obtinerii
concentratiilor de antibiotic din probe, s-a folosit cititorul de microplaci Tecan,
componenta a liniei Elisa. Datele obtinute in urma citirii au fost prelucrare cu
ajutorul programului furnizat de firma distribuitoare a chitului si astfel s-au obtinut
concentratiile de antibiotic prezente in miere.
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Practic, s-a efectuat monitorizarea antibioticelor prin determinarea
concentratiilor de tetraciclind si streptomicind in mierea de tei, de salcam si in
mierea poliflorda, elaborandu-se apoi doua harti ale Romaniei cu profil apicol. In
cadrul laboratorului s-au facut determinari de antibiotice pentru urmatoarele judete:
Timis, Bihor, Hunedoara, Satu-Mare, Cluj-Napoca, Alba-Iulia, Sibiu, Arad, Salaj,
Caras-Severin, Arges, Valcea, Mehedinti, Olt, Giurgiu, Dolj, Prahova, Gorj.

Probele de miere de albine au fost prelevate in conditii standard adecvate,
atat din punct de vedere fizico-chimic cat si microbiologic. Cantitatea probelor a
fost de 400 grame/proba si au fost recoltate in conditii normale de temperatura si
umiditate.

Datele experimentale obtinute in urma monitorizarii sunt redate in tabelele
11, 12, 13,14, 15, 16:

Tabelul 11- Valorile concentratiilor de tetraciclind si streptomicina detectate in anul

2003
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicinag,
_ pg/kg Hg/kg

BH POLIFLORA 10 10.5
BH POLIFLORA 67 11

BH POLIFLORA 35.6 17.5
BH POLIFLORA 45.7 11

BH POLIFLORA 9.8 18.6
BH POLIFLORA 12.5 11.9
BH SALCAM 9.8 13

BH SALCAM 13.5 16.8
BH SALCAM 11 12.7
BH SALCAM 121.2 12.9
BH SALCAM 12.7 15

BH SALCAM 9.6 8

BH SALCAM 11 16.9
BH TEI 8.9 18

HD POLIFLORA 98.4 9.7
HD POLIFLORA 14.1 18.5
HD SALCAM 12.4 14.5
HD SALCAM 10.5 13.5
SM POLIFLORA 12.7 10

SM POLIFLORA 14 12.7
SM SALCAM 12.4 10

™ POLIFLORA 11.9 8.9
™ POLIFLORA 11.7 10.3
™ POLIFLORA 12.8 12.9
™ POLIFLORA 11.5 17.8
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™ POLIFLORA 42.1 11.8
™ POLIFLORA 12.3 64.7
™ POLIFLORA 9.8 299
™ POLIFLORA 34.5 16.9
™ POLIFLORA 90.7 12.8
™ POLIFLORA 51.6 11
™ POLIFLORA 30.5 9.7
™ POLIFLORA 21.9 10.6
™ POLIFLORA 22.9 9.4
™ POLIFLORA 21.7 18.8
™ POLIFLORA 43 11
™ POLIFLORA 39.3 13.2
™ POLIFLORA 23.9 11
™ POLIFLORA 41.8 17.3
™ POLIFLORA 22.8 9.9
™ POLIFLORA 10.2 17.5
™ POLIFLORA 33.2 9.7
™ POLIFLORA 21,7 11
™ SALCAM 13.2 143.6
™ SALCAM 22.7 9.7
™ SALCAM 23.9 17.9
™ SALCAM 28.5 16.2
™ SALCAM 11.7 58.1
™ SALCAM 9.7 56.3
™ SALCAM 23.8 9.8
™ TEI 89.5 18.1
™ TEI 32 12.6
™ TEI 25.4 10.7
™ TEI 13.5 42.7
™ TEI 36.1 8.9
™ TEI 79.9 11.9
™ TEI 24.8 10.1
™ TEI 21.9 14
™ TEI 10.4 41.5
™ TEI 10.1 44.2
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Tabelul 12 - Valorile concentratiilor de tetraciclina si streptomicina detectate in anul

2004
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicina,
_ pg/kg Ha/kg

BH POLIFLORA 38.1 11

BH POLIFLORA 14 9.7
BH SALCAM 9 10.5
CJ POLIFLORA 8.9 9.7
HD POLIFLORA 10.5 43

HD POLIFLORA 56 17

HD POLIFLORA 12.4 14.7
HD POLIFLORA 13 13.9
HD POLIFLORA 12,3 13

HD POLIFLORA 12 12.7
HD POLIFLORA 11 12.5
HD POLIFLORA 9.6 12

SM POLIFLORA 10.2 12.9
SM POLIFLORA 10.4 10.7
SM POLIFLORA 29.6 9.8
™ POLIFLORA 10.8 65

™ POLIFLORA 9.6 63.7
™ POLIFLORA 11.9 60.1
™ POLIFLORA 12.3 59

™ POLIFLORA 9.5 58.7
™ POLIFLORA 10.4 56.1
™ POLIFLORA 11 56

™ POLIFLORA 12.9 54.8
™ POLIFLORA 9.8 52.8
™ POLIFLORA 12.5 49.9
™ POLIFLORA 9.8 49

™ POLIFLORA 13.1 47.3
™ POLIFLORA 11 43.8
™ POLIFLORA 11 18.1
™ POLIFLORA 14.8 17.4
™ POLIFLORA 10.5 15.9
™ POLIFLORA 12.6 15.8
™ POLIFLORA 12 14.6
™ POLIFLORA 42.1 13.9
™ POLIFLORA 41.6 13.8
™ POLIFLORA 9 13.7
™ POLIFLORA 9.8 13.6
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™ POLIFLORA 32 13
™ POLIFLORA 9.7 12.9
™ POLIFLORA 10.7 12.9
™ POLIFLORA 9.7 12.8
™ POLIFLORA 11 12.6
™ POLIFLORA 34.1 12.6
™ POLIFLORA 41.7 12.6
™ POLIFLORA 11.4 12.5
™ POLIFLORA 12.5 12.1
™ POLIFLORA 9.8 12
™ POLIFLORA 10,4 12
™ POLIFLORA 11 12
™ POLIFLORA 11,3 11.9
™ POLIFLORA 11.5 11.9
™ POLIFLORA 9.6 11.9
™ POLIFLORA 65 11.9
™ POLIFLORA 14.2 11.7
™ POLIFLORA 10.9 11
™ POLIFLORA 11 11
™ POLIFLORA 24 11
™ POLIFLORA 10.6 11
™ POLIFLORA 32 11
™ POLIFLORA 32.9 11
™ POLIFLORA 12.4 11
™ POLIFLORA 12.4 11
™ POLIFLORA 11 10.6
™ POLIFLORA 36 10.5
™ POLIFLORA 29.8 10.3
™ POLIFLORA 9.5 9.9
™ POLIFLORA 155 9.7
™ POLIFLORA 12 9.6
™ POLIFLORA 33.4 9.6
™ POLIFLORA 25.3 9.5
™ POLIFLORA 9.3 9.3
™ POLIFLORA 10 8
™ POLIFLORA 12.9 7.8
™ POLIFLORA 13.4 7.8
™ POLIFLORA 44.2 7.8
™ POLIFLORA 8.9 6.9
™ SALCAM 9 76.9
™ SALCAM 11 75.7
™ SALCAM 12.4 44.9
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™ SALCAM 9.7 43

™ SALCAM 9.5 19.7
™ SALCAM 14 19.1
™ SALCAM 11.7 18.6
™ SALCAM 13.7 17

™ SALCAM 39.2 17

™ SALCAM 33.4 15.9
™ SALCAM 11 15.8
™ SALCAM 12.9 13.9
™ SALCAM 33 13.9
™ SALCAM 47 12.6
™ SALCAM 13 12.6
™ SALCAM 10 12.6
™ SALCAM 9.5 12.6
™ SALCAM 21.5 12.5
™ SALCAM 13.6 12.5
™ SALCAM 9.7 12.4
™ SALCAM 11 12.4
™ SALCAM 54.9 12

™ SALCAM 13.7 12

™ SALCAM 11.1 12

™ SALCAM 8.6 12

™ SALCAM 11 11.9
™ SALCAM 32 11.8
™ SALCAM 11.4 11.8
™ SALCAM 54 11.6
™ SALCAM 14 11

™ SALCAM 11 11

™ SALCAM 11.4 10.9
™ SALCAM 12.6 10.8
™ SALCAM 32.5 10.8
™ SALCAM 12.8 10.5
™ SALCAM 11 9.8
™ SALCAM 65 9.6
™ SALCAM 8.9 9.4
™ SALCAM 12 7.9
™ SALCAM 10,6 7.8
™ TEI 23.1 16.9
™ TEI 11 14.6
™ TEI 28.9 13.9
™ TEI 55.1 12.3
™ TEI 44 11.9
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™ TEI 10.7 11.1
™ TEI 32.6 11
™ TEI 12 10.6
™ TEI 11.7 9.6
™ TEI 14 9.5
™ TEI 12.1 9.2

Tabelul 13 - Valorile concentratiilor de tetraciclina si streptomicinad detectate in anul

2005
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicina,
_ pg/kg Ha/kg

AB POLIFLORA 43.9 9.6
AB POLIFLORA 8.9 10.7
AB POLIFLORA 11.8 10.6
AB SALCAM 12.8 9.4
AB SALCAM 12.6 11.6
AB SALCAM 13.9 18.7
AB SALCAM 12.8 18.2
AB SALCAM 9.7 9.6
AB SALCAM 11.6 12.5
AB SALCAM 9 12.4
AB SALCAM 10.5 19
AB TEI 9.1 11.9
AB TEI 11.9 19
AB TEI 7.9 17.8
AB TEI 9.9 11.2
AB TEI 13.7 12
AB TEI 12.4 10.2
BH POLIFLORA 56.1 11
BH POLIFLORA 91 8.6
BH SALCAM 28.7 13.7
CJ POLIFLORA 9.5 19
CJ POLIFLORA 10.5 11.8
cl POLIFLORA 29.9 13.9
(&h] SALCAM 13.9 11.8
CS POLIFLORA 9.6

HD POLIFLORA 11 10.6
HD POLIFLORA 12.8 16.9
HD POLIFLORA 13.7 15.8
HD POLIFLORA 29.7 17.1
HD SALCAM 10.3 11
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HD SALCAM 11.9 18.2
HD TEI 12.9 14.7
SB POLIFLORA 125.7 9.7
SB POLIFLORA 11.9
SB POLIFLORA 11.9
SB POLIFLORA 9.2
SJ SALCAM 10.5
SM POLIFLORA 22.7 12
SM POLIFLORA 9.5 11.8
SM POLIFLORA 13.7 10.6
™ POLIFLORA 8.3 18.4
™ POLIFLORA 13 14.6
™ POLIFLORA 13.4 18.4
™ POLIFLORA 11.4 199
™ POLIFLORA 9.4 9.5
™ POLIFLORA 9.1 9.9
™ POLIFLORA 11.1 36.9
™ POLIFLORA 9.8 12.9
™ POLIFLORA 12.6 13.9
™ POLIFLORA 49.9 10.7
™ POLIFLORA 27.9 11.5
™ POLIFLORA 9.6 14.2
™ SALCAM 14.7 10.2
™ SALCAM 9.3 10.5
™ TEI 13.5 11.9
™ TEI 24 11.3
™ TEI 32.4 12.8
™ TEI 9.5 15.9
Tabelul 14 - Valorile concentratiilor de tetraciclina si streptomicina detectate in anul
2006
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicina,
§ Hg/kg Hg/kg
AB POLIFLORA 9.9 12.7
AB POLIFLORA 12.5 9.1
AB POLIFLORA 11 11.6
AB POLIFLORA 9.5 12
AB SALCAM 13.7 12.7
AB SALCAM 9.7 11.9
AB SALCAM 9.4 12.7
AB SALCAM 10.1 9.6

BUPT



86

Studii experimentale - 2

AG POLIFLORA 9

AG POLIFLORA 10.7

AG POLIFLORA 12.6

AG SALCAM 9.5

AG SALCAM 9.8

AG SALCAM 12

AG SALCAM 15

AG SALCAM 10.6

AR POLIFLORA 13.6 19.7
AR POLIFLORA 12.1 15
AR POLIFLORA 10.6

AR POLIFLORA 9.6

AR POLIFLORA 14.5

AR POLIFLORA 8.2

AR SALCAM 9.7

AR SALCAM 11.1 11.7
AR TEI 10.1

BH POLIFLORA 29.8

BH POLIFLORA 12.6

BH SALCAM 11.4 11
BH SALCAM 11 14.8
BH SALCAM 12.4 11.9
BH SALCAM 11

BH SALCAM 11

CJ POLIFLORA 11.9 12.4
cl SA LCAM 9.2 11
(] SALCAM 9.7 19
CJ SALCAM 13

CS SALCAM 10.7

cs SALCAM 12.9

HD POLIFLORA 13.7 13.9
HD POLIFLORA 9.6

HD POLIFLORA 9.1

HD SA LCAM 12.8 12.1
HD SALCAM 11.3 14.6
HD SALCAM 11.9 9.3
HD SALCAM 10.8

MH POLIFLORA 12.5

SB POLIFLORA 10.7 9.9
SB POLIFLORA 11

SB POLIFLORA 13.5 8.6
SB POLIFLORA 9.6 8.9
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SB POLIFLORA 10.3

SB POLIFLORA 9.7 10.5
SB POLIFLORA 9.3 11.8
SB POLIFLORA 12.5 18
SB POLIFLORA 9.4

SB SALCAM 8.5 9.7
SB SALCAM 12

SB SALCAM 13.6 11.9
SB SALCAM 12 9.4
SB SALCAM 11.5 10.4
SB SALCAM 11 10.7
SB SALCAM 12.9 17.9
SB SALCAM 10.7 16.4
SJ POLIFLORA 9.2

S) POLIFLORA 11.7

SM POLIFLORA 13.6 12
SM POLIFLORA 10.6 13
SM POLIFLORA 9.9

™ POLIFLORA 9.7 11
™ POLIFLORA 11.4 17.7
™ POLIFLORA 9.7 15.4
™ POLIFLORA 12

™ POLIFLORA 10.4

™ POLIFLORA 9.4

™ POLIFLORA 10.6

™ POLIFLORA 9.9

™ POLIFLORA 8.5

™ POLIFLORA 12.8

™ POLIFLORA 19

™ POLIFLORA 14.8

™ POLIFLORA 14.7

™ POLIFLORA 14.3

™ POLIFLORA 12.8

™ POLIFLORA 9.5

™ POLIFLORA 14.2

™ POLIFLORA 11.5

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 129.7

™ POLIFLORA 10.5

™ POLIFLORA 9.7

™ POLIFLORA 9.3
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™ POLIFLORA 11.8

™ POLIFLORA 12.6

™ POLIFLORA 11.7

™ POLIFLORA 12.5

™ POLIFLORA 12.6

™ POLIFLORA 10.5

™ POLIFLORA 10.9

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 12.5

™ POLIFLORA 12.9

™ POLIFLORA 10.7

™ POLIFLORA 10.3

™ POLIFLORA 14.1

™ POLIFLORA 13.9

™ SALCAM 11.9

™ SALCAM 11

™ SALCAM 9.8

™ SALCAM 11

™ SALCAM 13.7

™ SALCAM 13.6

™ SALCAM 11.9

™ SALCAM 12.8

™ SALCAM 11.8

™ SALCAM 11.5

™ TEI 12

VL POLIFLORA 12.9

VL POLIFLORA 11

Tabelul 15 - Valorile concentratiilor de tetraciclina si streptomicina detectate in anul 2007
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicina,
ng/kg ng/kg

AG POLIFLORA 10.4 15
AG POLIFLORA 10.7
AG SALCAM 11.9
AG SALCAM 12
AG SALCAM 12.1 10.7
AG SALCAM 11 12.9
AR POLIFLORA 9.6 9.9
AR POLIFLORA 9.7 12.5
AR POLIFLORA 11 11.6
AR POLIFLORA 12 8.9
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AR POLIFLORA 9.9 19
AR POLIFLORA 12
AR POLIFLORA 12.9
AR TEI 11 15.9
CS POLIFLORA 9.5 155
cs POLIFLORA 14.7
CS POLIFLORA 9 12.7
cs SALCAM 15.9
cs SALCAM 12.3
cs SALCAM 11.3 10.4
cS TEI 11
cs TEI 9.7 13.6
GR POLIFLORA 10.2 19
GR POLIFLORA 8.9 17.1
GR POLIFLORA 10.6 10.5
GR POLIFLORA 10.4 11.2
GR POLIFLORA 12.5 11
GR POLIFLORA 13.6 10.6
MH POLIFLORA 10.2 11.7
MH POLIFLORA 11
MH SALCAM 12.5 11.7
oT POLIFLORA 12.9 13.5
oT POLIFLORA 12.8 8.3
SB POLIFLORA 11.5 11
™ POLIFLORA 10.6 12.8
™ POLIFLORA 9,0
™ POLIFLORA 11
™ POLIFLORA 11.7
™ POLIFLORA 9.8
™ POLIFLORA 11 10
™ POLIFLORA 12.7 11.7
™ SALCAM 12.8
™ SALCAM 8.9 15
™ TEI 17
™ TEI 9.8
VL POLIFLORA 17.3
VL POLIFLORA 16
VL POLIFLORA 11 12.3
VL POLIFLORA 13.6 9.4
VL SALCAM 13.4 10.1
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Tabelul 16 - Valorile concentratiilor de tetraciclina si streptomicina detectate in anul

2008
JUDETUL TIPUL DE Concentratia Concentratia
MIERE detectata detectata
de tetracicling, de streptomicinag,
Hg/kg ng/kg

AR SALCAM 12.4 8.7
cs POLIFLORA 11.1 12.7
DJ POLIFLORA 13.8 15.1
GJ POLIFLORA 12.5 12.9
GJ POLIFLORA 14 14.2
GJ TEI 13.1 10.5
MH POLIFLORA 17.3 21

MH POLIFLORA 10.5 22.4
MH POLIFLORA 11.3 23.6
MH POLIFLORA 9 13

MH POLIFLORA 11 12.6
MH POLIFLORA 12.1 14.9
MH POLIFLORA 9.5 13.1
MH POLIFLORA 8.4 20

PH POLIFLORA 11.7 22

PH POLIFLORA 16 12.3
PH POLIFLORA 14.1 12.8
PH SALCAM 12.6 21,3
PH TEI 13.2 12.5
™ POLIFLORA 14.3 16.2
™ POLIFLORA 11 9.1

™ POLIFLORA 16 11.2
™ POLIFLORA 15 10

™ POLIFLORA 10 11

™ POLIFLORA 11 21.4
™ SALCAM 12.5 10

™ SALCAM 10 15.9

In tabelul 17 se gdsesc prezentate datele referitoare la numarul total de
probe analizate in perioada luata in studiu:
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Tabelul 17 - Numarul total de probe de miere analizate in perioada 2003-2008

Judetul Probe Probe Probe Probe
analizate in pozitive analizate in pozitive
vederea tetraciclina vederea streptomicina

determinarii determinarii

tetraciclinei streptomicinei
™ 234 61 187 27
BH 27 9 23 0
HD 26 3 23 1
SM 12 2 11 0
CcJ 9 1 8 0
AB 31 1 31 0
SB 22 1 15 0
AR 18 0 10 0
SJ 3 0 0 0
CSs 8 0 9 1
AG 13 0 4 0
VL 5 0 5 0
MH 11 0 11 0
oT 2 0 2 0
GR 6 0 6 0
DJ 1 0 1 0
PH 5 0 5 0
GJ 3 0 3 0

TOTAL 436 78 354 29

TOTAL PROBE ANALIZATE: 790

Rezultate si discutii
Din totalul de probe analizate in perioada 2003-2008 cel mai mare numar de
probe contaminate atat cu tetraciclind cat si cu streptomicina a fost in judetul Timis,
asa cum se observa si in figura 18:

80
60

m Probe contaminate cu tetraciclina

O Probe contaminate cu streptomicina

Figura 18 - Numarul total de probe poluate cu tetraciclind, respectiv streptomicina in
functie de judet, in perioada 2003-2008

Pe o perioada de 6 ani s-au recoltat in vederea analizarii un numar total de
790 de probe, din care 436 pentru determinarea tetraciclinei si 354 pentru detectia
continutului de streptomicind, dupa cum se observa si in figura 19:
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Numarul total de probe
analizate in perioada
2003-2008

Probe recoltate
pentru determinar
tetraciclinei

Figura 19 — Numarul total de probe analizate in perioada 2003-2008

Distributia numarului de probe recoltate si analizate pe judete in perioada
2003 - 2008, in vederea determinarii tetraciclinei, respectiv streptomicinei este
redata n figurile 20 si 21:

Figura 20 - Distributia numarului de probe de miere analizate pentru
determinarea tetraciclinei

Figura 21 - Distributia numarului de probe de miere analizate pentru
determinarea streptomicinei

Din totalul de probe analizate din cele 18 judete, au fost incadrate in
categoria esantioanelor prezumtiv pozitive, 78 de probe prin continutul lor in
tetraciclina, respectiv 29 de probe prin continutul in streptomicina.
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Dinamica contaminarii mierii de albine cu tetraciclinda pe perioada 2003-
2008, raportat la numarul total de probe este prezentata in figura 22:

2003 W2004 2005 W2006 2007 2008

Figura 22 - Dinamica probelor contaminate cu tetraciclina
in perioada 2003-2008

Se reﬂmarcé tendinta de scadere a numarului de probe pozitive pe parcursul
celor 6 ani. In aceasta perioada cel mai ridicat procent de probe contaminate cu
tetraciclina s-a inregistrat in judetul Timis fin anul 2003 de 43,33%, urmat de
judetele Bihor in anul 2003 cu 6,66%, Hunedoara in anul 2003 cu un procent de
1.66%, Satu Mare in anul 2005 cu 1,56%, Cluj Napoca in anul 2005 cu 1,56%
probe pozitive, Alba Iulia in anul 2005 cu 1,56%, respectiv Sibiu in anul 2005 cu
1,56%.

Procentul probelor poluate cu tetraciclind difera de la an la an si de la judet
la judet. Defalcat pe ani numarul de probe pozitive a fost de 60 (51,66%) in anul
2003, 33(25,98%) in 2004, 12 (18,75%) in 2005, 2 (1.68%) in anul 2006, iar in
anii 2007 si 2008 nu au fost identificate probe prezumtiv pozitive.

In figura 23 sunt reprezentate probele prezumtiv pozitive in functie de ani:

Probe contaminate cu tetraciclina (%)

18.75

168 0 0

Anul2003 Anul 2004 Anul 2005 Anul 2006 Anul 2007 Anul2008

Figura 23 - Numarul de probe identificate ca fiind contaminate cu tetraciclina in
perioada 2003-2008
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Din cele 18 judete din care s-au recoltat probe de miere de albine pentru
controlul contaminarii acestora cu tetraciclind, in sapte dintre acestea au fost
identificate probe pozitive.

Raportdand numarul de probe neconforme la numarul total de probe
analizate pe parcursul celor 6 ani in functie de judet, avem urmatoarea clasificare a
gradului de poluare cu tetraciclina a mierii de albine: Bihor cu un procent de
33,33%, urmat de Timis cu 26,06% probe pozitive, Satu Mare cu 16,66%,
Hunedoara cu 11,53% probe neconforme, Cluj Napoca 11,11%, Sibiu cu 4,54% si
Alba Iulia cu un procent de 3,22%.

Analizdnd numarul de probe prezumtiv pozitive pentru reziduurile de
tetraciclina in functie de tipul de miere, in perioada 2003-2008, s-au obtinut
urmatoarele procente prezentate in figura 24:

35 .[—————31.6'6 .
Sot+—W———
£ j n —_—
g w+— W, T
= Mz
S 5 — 186 —1406
ﬁ 10 l 333 . T—

Q —
n !ﬂ' . 16—
= I~ — : ----_--_"'---_____
£ !6 R )
“!!.-'ﬁ *ﬂ“::j,
2003 L
2004 — -
2005 2006 —
2007
2008
msalcam B tei poliflora

Figura 24 - Distributia probelor prezumtiv pozitive pentru tetraciclina in functie tipul
de miere

S-a efectuat aceeasi analiza si pentru probele de miere testate in vederea
determinarii streptomicinei, in perioada 2003-2008 si s-a obtinut urmatoarea
distributie (Figura 25):
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Figura 25 - Distributia probelor prezumtiv pozitive pentru streptomicina
in functie tipul de miere

Distributia probelor pozitive (%) in functie de tipul de antibiotic detectat in
perioada 2003-2008 este prezentata in figura 26:

Probepozilive, 2o

=7 streptomicind

- > . IR T
. T = " teraciclind
2003 2904 2005 1006 - ’Oogr
Etetraciclind streptomicing

Figura 26 - Distributia probelor pozitive (%) in functie de tipul de antibiotic

Pe baza acestor determinari experimentale s-a trasat o harta care
reda gradul de poluare cu tetraciclina a mierii din judetele din care au fost
recoltate probe (Figura 27).
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S-au recoltat probe de miere de albine din 18 judete pentru controlul
contaminarii acestora cu tetraciclind si in sapte judete au fost identificate probe
pozitive. Raportdnd numarul de probe neconforme la numarul total de probe
analizate pe parcursul celor 6 ani in functie de judet, Bihorul se situeaza pe primul
loc in ceea ce priveste gradul de poluare cu tetraciclina a mierii de albine, cu un
procent de 33,33%, urmat de Timis cu 26,06% probe pozitive, Satu Mare cu
16,66%, Hunedoara cu 11,53% probe neconforme, Cluj Napoca 11,11%, Sibiu cu
4,549 si Alba Iulia cu un procent de 3,22%.

H.
BOTOSANI o
e Judete analizate
“ i . Procent probe
pozitive din probe
NASAUD w analizate
&
oAveoY il }

Figura 27 - Gradul de poluare cu reziduuri de tetraciclina
a mierii de albine

IARTA - TETRACICLINA

In pericada 2003-2008 frecventa contamindrii mierii de albine cu
streptomicing, raportata la numarul total de probe este redata in figura 28:

2003 2004 2005 2006 /12007 42008

Figura 28 - Dinamica probelor contaminate cu streptomicina in perioada
2003-2008
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Din numarul de probe analizate in perioada luata in studiu, in anul 2003 si
2004 numarul de probe pozitive este aproximativ egal, remarcandu-se o scadere
semnificativa in anii urmatori.

Cel mai ridicat procent de probe contaminate cu streptomicind s-a
inregistrat in judetul Timis (13,38%) in anul 2004, urmat de judetele Caras-Severin
(2,56%) si Hunedoara (0.78%).

Procentul probelor poluate cu streptomicind difera de la an la an si de la
judet la judet. Defalcat pe ani numarul de probe pozitive a fost de 8 (13.33%) in
anul 2003, 18 (14,17%) in 2004, 2 (3.38%) in 2005, 1(2,56%) in 2007, iar in anii
2006 si 2008 nu au fost identificate probe prezumtiv pozitive. In figura 29 sunt
reprezentate probele prezumtiv pozitive in functie de ani:

Probe contaminate cu streptomicina (%)

14.17

238 2.56
2 - ¥

Anul2003  Anul2004  Anul2005 Anul2006  Anul2007  Anul 2008

Figura 29 - Numarul de probe identificate ca fiind contaminate cu streptomicina in
perioada 2003-2008

in figura 30 este prezentatd harta trasatd pe baza determindrilor
experimentale, din care se observa distributia pe judete a gradului de poluare cu
reziduuri de streptomicina a mierii de albine:

IARTA - STREPTOMICINA
Judete analizate
@ Procent probe

pozitive din probe
analizate

Figura 30 - Gradul de poluare cu reziduuri de streptomicina
a mierii de albine
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Din figura 30 se observa ca din numarul total de 18 judete din care s-au
recoltat probe de miere de albine pentru controlul poluarii acestora cu
streptomicind, doar in trei dintre acestea au fost identificate probe pozitive.
Raportand numarul de probe neconforme la numarul total de probe analizate pe
parcursul celor 6 ani in functie de judet, avem urmatoarea clasificare a gradului de
poluare cu streptomicina a mierii: Timis cu 7,62 % probe pozitive, Hunedoara si
Caras - Severin cu un procent de 0,28 % probe neconforme. In restul judetelor
numarul de probe pozitive este egal cu zero.

Concluzii

Din totalul de probe analizate in perioada 2003-2008 cel mai mare numar de
probe contaminate atat cu tetraciclina cat si cu streptomicina a fost in judetul Timis.

Urmarind continul de antibiotic detectat, distributia in procente a probelor
incadrate in categoria mierilor pozitive este de 17,88 % din totalul de 436 probe
analizate in vederea detectarii tetraciclinei si 8,19 % din totalul de 354 probe
analizate in vederea detectdrii streptomicinei.

Din numarul total de probe recoltate pe fiecare an in parte pentru
determinarea continutului de antibiotic, cel mai mare procent de probe contaminate
atat cu streptomicina cat si cu tetraciclind s-a fnegistrat in judetul Timis in anul
2003 pentru tetraciclina si in anul 2004 pentru streptomicina.

Frecventa probelor poluate cu tetraciclina, respectiv streptomicina difera de
la un an la altul, astfel ca pentru tetraciclina cel mai mare numar de probe pozitive a
fost in anul 2003 (51,66%), iar pentru streptomicina in anul 2004 (14,17%).

Se remarca tendinta de scadere a numarului de probe pozitive pe parcursul
celor 6 ani.

Procentul probelor poluate cu tetraciclind difera de la an la an si de la judet
la judet.

Din numarul de probe analizate in vederea determindrii streptomicinei, in
perioada luata in studiu, In anul 2003 si 2004 numarul de probe pozitive este
aproximativ egal, remarcandu-se o scadere semnificativa in anii urmatori.

Din numarul total de judete din care s-au recoltat probe de miere de albine
pentru controlul poludrii acestora cu streptomicina, doar in trei dintre acestea au
fost identificate probe pozitive dupa cum urmeaza: Timis cu 7,62 %, Hunedoara si
Caras - Severin cu un procent de 0,28 %.

Pe baza acestor determinari experimentale s-au trasat doua harti ce
ilustreaza teritoriul Romaniei si care redau distributia probelor contaminate cu
tetraciclina, respectiv streptomicina a mierii din judetele din care au fost recoltate
probe. Aceste harti prezinta importanta deosebita pentru orientarea consumatorilor
spre mieri de calitate superioara.

2.3.B Monitorizarea continutului de reziduuri de antibiotice prin
determinarea concentratiei de tetraciclina si streptomicina din trei
sorturi de miere in judetul Timis

Comisia Europeana a adoptat o serie de masuri privind controlul sever a
continutului de antibiotice, reziduuri care pot afecta sanatatea consumatorului.
Trebuie avut in vedere ca mierea provenita de la familile de albine tratate cu
antibiotice nu poate fi valorificata pe piata europeana. Asumarea conceptelor Uniunii
Europene legate de reziduurile de substante antimicrobiene este esentiala pentru
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integrarea deplinda a Romaniei in randul tarilor unde siguranta alimentelor si
respectul fata de consumator este politica de stat [84,85].

Produsele medicamentoase au fost impartite in urmatoarele categorii:
- produse medicamentoase interzise partial, admise in anumite limite; cu
recomandarea de a se reduce total; din aceasta categorie fac parte antibioticele;

- produse medicamentoase interzise complet: care sunt ddunatoare sanatatii
consumatorului in orice concentratie; include nitrofuranul (cu toti compusii sai) si
cloramfenicolul.

Administrarea necorespunzatoare de substante antimicrobiene albinelor,
poate avea ca efect prezenta reziduurilor respective in miere, dar si in celelalte
produse ale stupului.

Obiectul acestui studiu consta in detectarea prezentei antibioticelor in
mierile din judetul Timis, prin monitorizarea acestora in timp.

Acest studiu de caz prezinta cercetarile efectuate in judetul Timis, cercetari
care se referd la monitorizarea concentratiilor de tetraciclind si de streptomicina in
vederea obtinerii unor mieri de calitate superioara. Pentru realizarea studiului
referitor la influenta concentratiilor de antibiotice aupra indicilor de calitate a mierii
s-au urmarit valorile acestor parametrii timp 6 ani. Studiul s-a efectuat pe baza
datelor obtinute de la Directia Sanitara si pentru Siguranta Alimentelor Timis, iar
analizele s-au realizat pe probe de miere de albine, recoltate din judetul Timis
urmarindu-se in timp, gradul de contaminare cu reziduuri de antibiotice a trei
sorturi de miere: salcam, tei si poliflora.

Pentru determinarile experimentale ale concentratiilor de tetraciclina si
respectiv streptomicind s-a folosit kitul Elisa cu o limita de detectie de 15 ug/kg
pentru determinarea tetraciclinei, respectiv. 20 pg/kg pentru detectarea
streptomicinei. Kiturile au fost furnizate de firma R-biopharm. Pentru citirea
absorbantelor la lungimea de unda de 450nm, in vederea obtinerii concentratiilor de
antibiotic din probe, s-a folosit cititorul de microplaci Tecan, componenta a liniei
Elisa. Datele obtinute in urma citirii au fost prelucrare cu ajutorul programului
furnizat de firma distribuitoare a kitului si s-au obtinut concentratiile de antibiotic
prezente in miere.

Practic, s-a efectuat monitorizarea antibioticelor prin determinarea
tetraciclinei si streptomicinei in mierea de tei, de salcdm si in mierea poliflora,
evidentiindu-se distributia probelor detectate ca fiind pozitive in functie de timp.

Pe o perioada de 6 ani s-au recoltat in vederea analizarii un numar de 233
de probe pentru determinarea tetraciclinei si un numar de 186 de probe pentru
detectia continutului de streptomicina.

In tabelele 18, 19, 20, 21, 22 si 23 sunt prezentate datele experimentale
obtinute in urma monitorizarii celor trei sorturi de miere luate in studiu, in anii
2003-2008:

Tabelul 18 - Monitorizarea reziduurilor de tetraciclind si streptomicina in anul 2003

Judetul Tipul de miere Concentratia de Concentratia de
tetraciclina streptomicina
detectata detectata
Hg/kg Hg/kg
™ POLIFLORA 11.9 8.9
™ POLIFLORA 11.7 10.3
™ POLIFLORA 12.8 12.9
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™ POLIFLORA 11.5 17.8
™ POLIFLORA 42.1 11.8
™ POLIFLORA 12.3 64.7
™ POLIFLORA 9.8 299
™ POLIFLORA 34.5 16.9
™ POLIFLORA 90.7 12.8
™ POLIFLORA 51.6 11
™ POLIFLORA 30.5 9.7
™ POLIFLORA 21.9 10.6
™ POLIFLORA 22.9 9.4
™ POLIFLORA 21.7 18.8
™ POLIFLORA 43 11
™ POLIFLORA 39.3 13.2
™ POLIFLORA 23.9 11
™ POLIFLORA 41.8 17.3
™ POLIFLORA 22.8 9.9
™ POLIFLORA 10.2 17.5
™ POLIFLORA 33.2 9.7
™ POLIFLORA 21,7 11
™ SALCAM 13.2 143.6
™ SALCAM 22.7 9.7
™ SALCAM 23.9 17.9
™ SALCAM 28.5 16.2
™ SALCAM 11.7 58.1
™ SALCAM 9.7 56.3
™ SALCAM 23.8 9.8
™ TEI 89.5 18.1
™ TEI 32 12.6
™ TEI 25.4 10.7
™ TEI 13.5 42.7
™ TEI 36.1 8.9
™ TEI 79.9 11.9
™ TEI 24.8 10.1
™ TEI 21.9 14
™ TEI 10.4 41.5

Tabelul 19 - Monitorizarea reziduurilor de tetraciclind si streptomicind in anul 2004

Concentratia de

Concentratia de
streptomicina

tetraciclina detectata detectata
Judetul Tipul de miere Hg/kg Hg/kg
™ POLIFLORA 155 9.7
™ POLIFLORA 10 8
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™ POLIFLORA 11.4 12.5
™ POLIFLORA 10.9 11
™ POLIFLORA 9.8 12
™ POLIFLORA 12 14.6
™ POLIFLORA 9.3 9.3
™ POLIFLORA 11,3 11.9
™ POLIFLORA 10,4 12
™ POLIFLORA 11 43.8
™ POLIFLORA 11 11
™ POLIFLORA 9.7 12.9
™ POLIFLORA 12.9 7.8
™ POLIFLORA 12.9 12
™ POLIFLORA 10.8 19.8
™ POLIFLORA 25.3 9.5
™ POLIFLORA 12 31.6
™ POLIFLORA 10.5 33
™ POLIFLORA 8.9 6.9
™ POLIFLORA 9.8 11
™ POLIFLORA 11 56
™ POLIFLORA 12.5 49
™ POLIFLORA 11 12
™ POLIFLORA 24 11
™ POLIFLORA 32 13
™ POLIFLORA 11.9 9.5
™ POLIFLORA 10.6 11
™ POLIFLORA 41.6 13.8
™ POLIFLORA 32 11
™ POLIFLORA 32.9 11
™ POLIFLORA 29.8 10.3
™ POLIFLORA 11 12.6
™ POLIFLORA 9.8 13.6
™ POLIFLORA 34.1 12.6
™ POLIFLORA 36 10.5
™ POLIFLORA 41.7 12.6
™ POLIFLORA 11 18.1
™ POLIFLORA 12.5 26
™ POLIFLORA 9.8 32.8
™ POLIFLORA 10.7 12.9
™ POLIFLORA 14.2 11.7
™ POLIFLORA 9.5 9.9
™ POLIFLORA 14.8 17.4
™ POLIFLORA 12.4 11
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™ POLIFLORA 11.5 11.9
™ POLIFLORA 9.7 12.8
™ POLIFLORA 10.4 56.1
™ POLIFLORA 12.3 29

™ POLIFLORA 9.6 23.7
™ POLIFLORA 13.1 27.3
™ POLIFLORA 9.5 28.7
™ POLIFLORA 42.1 13.9
™ POLIFLORA 33.4 9.6
™ POLIFLORA 13.4 7.8
™ POLIFLORA 9 13.7
™ POLIFLORA 12.6 15.8
™ POLIFLORA 11 10.6
™ POLIFLORA 9.6 11.9
™ POLIFLORA 65 11.9
™ POLIFLORA 44.2 7.8
™ POLIFLORA 12.4 11

™ SALCAM 14 11

™ SALCAM 11.4 10.9
™ SALCAM 19,6 7.8
™ SALCAM 65 9.6
™ SALCAM 54.9 54.8
™ SALCAM 11 11.9
™ SALCAM 32 66.3
™ SALCAM 47 12.6
™ SALCAM 8.9 9.4
™ SALCAM 12 7.9
™ SALCAM 13 12.6
™ SALCAM 9.5 19.7
™ SALCAM 21.5 12.5
™ SALCAM 33.4 15.9
™ SALCAM 11 11

™ SALCAM 13.7 12

™ SALCAM 9.7 12.4
™ SALCAM 11.7 18.6
™ SALCAM 12.8 10.5
™ SALCAM 9.7 9.8
™ SALCAM 12.9 13.9
™ SALCAM 11.1 12

™ SALCAM 13.7 17

™ SALCAM 14 19.1
™ SALCAM 33 13.9
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™ SALCAM 9 76.9
™ SALCAM 39.2 17
™ SALCAM 10 12.6
™ SALCAM 12.6 10.8
™ SALCAM 11 12.4
™ SALCAM 11 75.7
™ SALCAM 13.6 12.5
™ SALCAM 11.4 11.8
™ SALCAM 15.7 15.8
™ SALCAM 9.5 12.6
™ SALCAM 11 9.8
™ SALCAM 8.6 12
™ SALCAM 54 11.6
™ SALCAM 12.4 34.9
™ SALCAM 32.5 10.8
™ TEI 44 11.9
™ TEI 12.1 65
™ TEI 23.1 16.9
™ TEI 12 10.6
™ TEI 10.7 11.1
™ TEI 32.6 11
™ TEI 55.1 12.3
™ TEI 14 9.5
™ TEI 28.9 13.9
™ TEI 11.7 9.6
™ TEI 11 14.6
Tabelul 20 - Monitorizarea reziduurilor tetraciclinei si streptomicinei in anul 2005
Concentratia de
Concentratia de streptomicina
Tipul de tetraciclina detectata detectata
Judetul miere Hg/kg Hg/kg
™ POLIFLORA 8.3 18.4
™ POLIFLORA 13 14.6
™ POLIFLORA 13.4 18.4
™ POLIFLORA 11.4 199
™ POLIFLORA 9.4 9.5
™ POLIFLORA 9.1 9.9
™ POLIFLORA 11.1 36.9
™ POLIFLORA 9.8 12.9
™ POLIFLORA 12.6 13.9
™ POLIFLORA 49.9 10.7
™ POLIFLORA 27.9 11.5
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™ POLIFLORA 9.6 14.2
™ SALCAM 14.7 10.2
™ SALCAM 9.3 10.5
™ TEI 13.5 11.9
™ TEI 24 11.3
™ TEI 32.4 12.8
™ TEI 9.5 15.9

Tabelul 21- Monitorizarea reziduurilor de tetraciclind si streptomicina in anul 2006

Concentratia de

Concentratia de
streptomicina

Tipul de tetraciclina detectata detectata

Judetul miere Hg/kg Hg/kg

™ POLIFLORA 9.7 11

™ POLIFLORA 11.4 17.7

™ POLIFLORA 9.7 15.4

™ POLIFLORA 12

™ POLIFLORA 18.6

™ POLIFLORA 9.4

™ POLIFLORA 10.6

™ POLIFLORA 9.9

™ POLIFLORA 8.5

™ POLIFLORA 12.8

™ POLIFLORA 19

™ POLIFLORA 18.9

™ POLIFLORA 18.4

™ POLIFLORA 19

™ POLIFLORA 12.8

™ POLIFLORA 9.5

™ POLIFLORA 17

™ POLIFLORA 19.5

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 129.7

™ POLIFLORA 10.5

™ POLIFLORA 9.7

™ POLIFLORA 9.3

™ POLIFLORA 11.8

™ POLIFLORA 12.6

™ POLIFLORA 11.7

™ POLIFLORA 19.5

™ POLIFLORA 12.6

™ POLIFLORA 10.5
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™ POLIFLORA 10.9
™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 12.5
™ POLIFLORA 12.9
™ POLIFLORA 10.7
™ POLIFLORA 10.3
™ POLIFLORA 18.1
™ POLIFLORA 13.9
™ SALCAM 11.9
™ SALCAM 11

™ SALCAM 9.8
™ SALCAM 11

™ SALCAM 13.7
™ SALCAM 13.6
™ SALCAM 11.9
™ SALCAM 12.8
™ SALCAM 11.8
™ SALCAM 11.5
™ TEI 12

Tabelul 22 - Monitorizarea reziduurilor de tetraciclind si streptomicind in anul 2007

Concentratia de
tetraciclina

Concentratia de

detectata streptomicina detectata

Judetul | Tipul de miere Hg/kg Hg/kg

™ POLIFLORA 10.6 12.8

™ POLIFLORA 9,0

™ POLIFLORA 11

™ POLIFLORA 11.7

™ POLIFLORA 11 9.8

™ POLIFLORA 12.7 10

™ POLIFLORA 11.7

™ SALCAM 12.8

™ SALCAM 8.9 15

™ TEI 17

™ TEI 9.8

Tabelul 23 - Monitorizarea reziduurilor de tetraciclind si streptomicind in anul 2008

Concentratia de
tetraciclina

Concentratia de

Tipul de detectata streptomicina detectata
Judetul miere Hg/kg Hg/kg
™ POLIFLORA 14.3 16.2
™ POLIFLORA 11 9.1
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™ POLIFLORA 16 11.2
™ POLIFLORA 15 10
™ POLIFLORA 10 11
™ POLIFLORA 11 21.4
™ SALCAM 12.5 10
™ SALCAM 10 15.9

Rezultate si discutii
Pentru realizarea acestui studiu asupra gradului de poluare cu substante
antimicrobiene a mierilor din judetul Timis, s-au urmarit valorile concentratiilor de
tetraciclina si streptomicind intre anii 2003-2008. In tabelele 24, 25, 26, 27, 28 si
29 este redat numarul de probe de miere de albine analizate pe perioada studiului,
precum si numarul si procentele de probe pozitive.

Tabelul 24 - Numarul de probe de miere poliflora analizate in vederea determinarii

tetraciclinei:
Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 22 15 10.34
2004 61 15 10.34
2005 12 2 1.37
2006 38 1 0.68
2007 6 0 0
2008 6 0 0
Total 145 33 22.75

in perioada 2003-2008,

din numarul total de 145 de probe de miere

poliflorda analizate in vederea determinarii tetraciclinei 22,75% sunt pozitive.
Distributia probelor pozitive (in %) pe perioada 2003-2008 este reprezentata in

figura 3

1:
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Figura 31 - Distributia probelor de miere poliflora detectate pozitive pentru
tetraciclina

Tabelul 25 - Numarul de probe de miere poliflora analizate in vederea determinarii

streptomicinei:

Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 22 2 1.85
2004 61 12 11.11
2005 12 2 1.85
2006 3 0 0
2007 4 0 0
2008 6 0 0
Total 108 16 14.81

in perioada 2003-2008, din numérul total de 108 probe de miere poliflora
analizate in vederea determinarii streptomicinei 14,81% sunt pozitive. Distributia

probelor de miere poliflora

este reprezentata in figura 32:

pozitive pentru streptomicind, pe perioada 2003-2008
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Figura 32 - Distributia probelor de miere poliflora detectate pozitive pentru
streptomicina

Tabelul 26 - Numarul de probe de miere de salcdm analizate in vederea determinarii

tetraciclinei:
Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 7 4 6.34
2004 40 10 15.87
2005 2 0 0
2006 10 0 0
2007 2 0 0
2008 2 0 0
Total 63 14 22.22

Intre anii 2003-2008 s-au analizat un numdr de 63 probe de miere de
salcdm in vederea determinarii tetraciclinei, fiind identificate 22,22% probe
pozitive. Distributia probelor pozitive de miere de salcam pentru tetracicling, in %,
pe perioada 2003-2008, este reprezentata in figura 33:
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Figura 33- Distributia probelor de miere de salcdm detectate pozitive pentru

tetraciclina

Tabelul 27 - Numarul de probe de miere de salcdm analizate in vederea determinarii

streptomicinei

Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 7 3 5.76
2004 40 4 7.69
2005 2 0 0
2006 0 0 0
2007 1 0 0
2008 2 0 0
Total 52 7 13.46

Din numarul total de 52 de probe de miere de salcdm analizate in vederea
determinarii streptomicinei au fost identificate 13,46% probe pozitive. Distributia
probelor pozitive (in %), pe perioada 2003-2008, este reprezentatd in figura 34:
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Figura 34 - Distributia probelor de miere de salcam detectate pozitive pentru

streptomicina
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Tabelul 28 - Numarul de probe de miere de tei analizate in vederea determinarii

tetraciclinei
Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 9 7 28
2004 11 5 20
2005 4 2 8
2006 1 0 0
2007 0 0 0
2008 0 0 0
Total 25 14 56

Din numarul total de 25 de probe de miere de tei analizate in vederea
determinarii tetraciclinei, in perioada 2003-2008, au fost identificate 56% probe
pozitive. Distributia probelor pozitive (in %), pe perioada 2003-2008, este
reprezentata in figura 35:
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Figura 35 - Distributia probelor de miere de tei detectate pozitive pentru tetraciclina

Tabelul 29 - Numarul de probe de miere de tei analizate in vederea determinarii
streptomicinei

Anul Numarul total Numarul probelor Probe pozitive in
probe pozitive perioada
2003-2008
(%)
2003 9 2 7.69
2004 11 0 0
2005 4 0 0
2006 0 0 0
2007 2 0 0
2008 0 0 0
Total 26 2 7.69
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Din totalul de 26 de probe de miere de salcdm analizate in vederea
determinarii streptomicinei au fost identificate 7,69% probe pozitive. Distributia
probelor pozitive (in %), pe perioada 2003-2008, este reprezentata in figura 36:
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Figura 36 - Distributia probelor de miere de tei detectate pozitive pentru
streptomicina

in perioada 2003 - 2008 in judetul Timis au fost recoltate si analizate
pentru decelarea reziduurilor de tetraciclina 233 de probe de miere de albine de la
producatori particulari. Dintre acestea 145 probe sunt mieri poliflore, 63 probe
miere de salcdm si 25 probe miere de tei. Din totalul de 233 de probe analizate
26,18% au fost fincadrate prin continutul lor in tetraciclind, in categoria
esantioanelor prezumtiv pozitive.

Urmarind continul de tetraciclinda detectat in functie de tipul de miere,
distributia in procente a probelor incadrate in categoria mierilor pozitive sunt:
22,75 % din mierile poliflore analizate, 22,22% din mierile de salcam si 56% din
probele de miere de tei dupa cum se observa din figura 37:

Numiirul total de probe contaminate cu
tetraciclina in perioada 2003-2008 in functie de
tipul de miere

22.75% 22.22%

WErobe pozitivemiere poliflord (%0) ®Probe pozitive micre salcam (>0) = Probe pozitive mieietei (%0)

Figura 37 — Numarul probelor poluate cu reziduuri de tetraciclina in perioada
2003-2008
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in aceeasi perioadd, 2003 - 2008, in judetul Timis au fost recoltate si
analizate pentru decelarea reziduurilor de streptomicind un numar de 186 de probe
de miere de albine. Dintre acestea 108 sunt probe de miere poliflore, 52 probe
miere de salcam si 26 de probe de miere de tei. Din totalul de 186 de probe
analizate 25 de probe, reprezentand 13,44 %, au fost incadrate prin continutul lor
in streptomicina, in categoria esantioanelor prezumtiv pozitive.

Procentul de probe incadrate in categoria mierilor pozitive prin detectarea de
streptomicina este: de 14,81% din categoria mierilor poliflore analizate, 13,46 %
din mierile de salcdm si 7,69% din probele de miere de tei (Figura 38):

Numarul total de probe contaminate cu
streptomicina in perioada 2003-2008

14.81%
13.46%

il;L;liﬂL)lfi B saloiin (el
Figura 38 — Numarul probelor poluate cu reziduuri de streptomicind in
perioada 2003-2008

in figurile 39 si 40 este reprezentatd dinamica contamindrii cu tetraciclind
respectiv streptomicina a probelor de miere poliflora, de salcam si de tei in judetul
Timis, intre anii 2003 -2008.
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Figura 39 - Frecventa contaminarii cu tetraciclind a probelor din judetul Timis intre

anii 2003-2008

Se observa ca, frecventa contaminarii cu tetraciclind a probelor din judetul
Timis difera de la an la an si de la un sort de miere la altul. Astfel, in anii 2003,
2004 si 2005, din numarul total de mieri analizate cea mai poluatda miere cu
tetraciclina este mierea de tei, iar in anul 2006 mierea poliflora.

Frecventa contaminarii cu streptomicina a
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Figura 40 - Frecventa contaminarii cu streptomicina a probelor din judetul Timis

intre anii 2003-2008
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Frecventa contaminarii cu streptomicind a probelor din judetul Timis difera
de la an la an si de la un sort de miere la altul. Astfel, din numarul total de mieri
analizate cea mai poluata miere cu streptomicina in anul 2003 este mierea de tei, in
anii 2004 si 2005 mierea poliflora, iar in anii 2006, 2007, 2008 nu au existat mieri
pozitive.

Concluzii

Pentru a intelege importanta gradului de toxicitate al antibioticelor din
miere, mentionam ca un gram de antibiotic poate contamina 100 de tone de miere.
Asadar, prezenta antibioticelor in mierea de albine, chiar si la un nivel foarte mic,
poate provoca unei persoane care consuma frecvent acest produs o imunitate la
antibiotic.

In perioada 2003-2008, din numarul total de probe de miere poliflora
analizate 22,75% au fost poluate cu tetraciclind si 14,81% cu streptomicind. Prin
analizarea probelor de miere de salcdm in vederea determinarii tetraciclinei au fost
identificate 22,22% probe pozitive, iar in vederea determinarii streptomicinei s-au
gasit 13,46% probe pozitive. Din numarul total de probe de miere de tei analizate in
vederea determinarii tetraciclinei, in perioada 2003-2008, au fost identificate 56%
probe pozitive, iar 7,69% au fost probe in care s-a detectat prezenta streptomicinei.

Distributia in procente a probelor incadrate in categoria mierilor pozitive
pentru tetraciclind in functie de tipul de miere, sunt: 22,75 % din mierile poliflore
analizate, 22,22% din mierile de salcdm si 56% din probele de miere de tei.

Mierile gasite pozitive pentru streptomicind sunt in procent de 14,81%
mieri poliflore, 13,46 % mieri de salcam si 7,69% mieri de tei.

Datoritd cregterii exigentei privind nivelul antibioticelor din mierea destinata
exportului folosirea acestora trebuie facuta cu foarte mare discernamant. In acest
sens, s-a stabilit Planul Anual de Supraveghere Sanitara Veterinara a acestor
reziduuri. Pentru a elimina riscul contaminarii produselor alimentare cu reziduurile
de tetraciclind si streptomicind este necesara monitorizarea lor.

2.3.C Studiul stabilitatii limitei concentratiei reziduurilor de
tetraciclina in mierea de albine in functie de timp si in functie de
sortul de miere

Obiectivul general al Uniunii Europene (UE) 2007 - 2013 - Strategia de
sanatate, este protejarea sanatatii umane. Una dintre actiunile prevazute de
prezenta strategie este de a sprijini obtinerea unor produse sigure [86].

Prezenta tetraciclinei (TC) in miere poate cauza efecte daunatoare asupra
consumatorilor, prin reactii alergice, leziuni hepatice, ingalbenirea dintilor si
tulburari gastro-intestinale ca urmare a actiunii antibioticelor asupra microflorei
intestinale [87].

In conformitate cu Regulamentul (CE) nr 470/2009 [88] si Regulamentul
(UE) nr. 37/2010 [89], in Uniunea Europeana, nivelul maxim de reziduuri (LMR)
pentru tetraciclina in miere nu a fost stabilit. Acest lucru inseamnd ca prezenta
reziduuri de tetraciclina in miere nu este permisa. In ciuda acestei decizii, unele tari
au stabilit limite de actiune admise de tetraciclind in miere. De exemplu, in Belgia,
limita de actiune pentru grupul de tetraciclina a fost stabilita la 20 pg/ kg. Franta
aplica o limitd de neconformitate de tetraciclina in miere de 15 ug/ kg, limita de
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raportare, in Marea Britanie este de 50 pg/ kg, in timp ce nivelul de toleranta in
Elvetia este de 20 ug/ kg [90].

Laboratoarele comunitare de referintd au propus pentru detectarea
tetraciclinei din miere ca limita maxima admisa sa fie 20 pg/kg [91].

In literatura se gdsesc foarte putine informatii despre stabilitatea
tetraciclinei din miere in timpul stocarii acesteia. Primul studiu a fost publicat in
1957 [92]. S-a constatat cd dupd noud luni de stocare la 34 °C, concentratia
reziduurilor de tetraciclind in miere a scazut de la concentratia initiala de 100 mg kg
'la 2 mg kg™

In studiul efectuat de Martel et al. [93] tetraciclina era foarte stabilda in
miere: timpul de injumdtatire al clorhidratului de tetraciclind in miere stocata la 4,
20 si 35 de °C, la intuneric a fost de 520, 242 si respectiv 121 de zile. Culdkova et
al. [94] a depozitat miere fortifiatd cu 209.4 mg kg* de tetraciclind in intuneric,
semiintuneric si lumina naturala la o temperatura de 25°C. Timpul de injumatatire
al tetraciclinei in intuneric a fost de 210 zile si, pentru ca este sensibilda la luming,
timpul de injumatatire a scazut la 147 de zile in semiintuneric si la 19,3 zile in
lumina naturala.

Recent, Tayar et. al [95] a raportat ca nivelul reziduurilor de tetraciclina in
miere a fost redus la 76% dupa 60 de zile de depozitare si conform Molino et. al
[96] dupd 90 de zile de depozitare la 20 °C in intuneric, s-a observat o scidere de
50% a nivelului de tetraciclina.

Scopul acestui studiu a fost de a determina gradul de contaminare al
probelor de miere cu tetraciclina si de a caracteriza, din punct de vedere
cinetic, degradarea tetraciclinei in diferite tipuri de miere in timpul
depozitarii.

Trei tipuri de miere (doua monoflore - de salcam si de tei si una poliflora)
au fost recoltate in anul 2009 de la patru apicultori din zona de vest a Romaniei.

Probele de miere au fost prelevate in urmatoarele conditii:
= masa probei 400 g
» temperatura 22+ 2°C
» umiditate 45* 2%
= presiunea atmosferica 1007 hPa
= pH-ul initial al probelor a fost: 4,2 pentru mierea de salcdm, 4,1 pentru tei

si pentru mierea poliflora 3,8.

Esantioanele de miere au fost stocate in recipienti de sticla, la temperatura
camerei (21%1) °C, la intuneric pentru 30 de zile, fiind analizate la fiecare 3 zile prin
metoda de imunodifuzie Elisa.

Toate aceste esantioane de miere au fost analizate pentru a stabili
concentratia reziduurilor de tetraciclina (TC).

Pentru determinarea continutului de antibiotic s-a utilizat chitul Elisa
(Ridascreen® Tetracycline, R-Biopharm GmbH, Darmstadt, Germany) ce are limita
de detectie 15 pg/kg. Sistemul de detectie pentru ELISA a fost cititorul de
absorbanta pentru microplaci Tecan Sunrise. Prepararea standardelor si a reactivilor
s-a facut conform instructiunilor de lucru existente in kit.

In scopul de a demonstra fiabilitatea metodei, in conformitate cu Decizia
Comisiei Europene 2002/657/CE au fost investigati urmatorii parametri:
repetabilitatea, reproductibilitatea, recuperarea, specificitatea si precizia.
Repetabilitatea s-a demonstrat prin analizarea a cate 6 probe de matrice imbogatita
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la trei niveluri de concetratie: 1, 1.5 si 2 din limita maxima admisa [97] - 20 ug/kg,
calculandu-se media si deviatia standard (SD).

Recuperarea a fost demonstrata prin analizarea a cate 6 probe de matrice
mbogatita la trei niveluri de concetratie: 1, 1.5 si 2 din limita maxima admisa 20
ng/kg, calculdandu-se gradul de recuperare, care poate fi cuprins intre 70 si 120
conform protocolului de lucru.

Reproductibilitatea s-a demonstrat prin analizarea a cate 6 probe de matrice
imbogatita la trei niveluri de concetratie: 1, 1.5 si 2 din limita maxima admisa 20
ng/kg, comparativ de catre 2 analisti, calculandu-se media si deviatia standard
(SD).

Precizia a fost demonstrata analizand 15 replicate imbogatite cu 20 pg/kg
tetraciclina, calculandu-se media, deviatia standard si coeficientul de variatie (CV).

Pentru a demonstra specificitatea metodei o proba de miere a fost analizata
in prealabil pentru a verifica daca este lipsitd de substante antimicrobiene. S-a
impartit apoi in 6 esantioane care au fost fortificate cu 30 ug/kg tetraciclina si 6
probe fortificate cu 30 pg/kg clortetraciclind. S-a calculat media si deviatia standard.

Tabelul 30 - Parametrii care demonstreaza fiabilitatea metodei

Parametrii Cantitatea de tetraciclina addugata in Cantitatea de
proba, ug/kg clortetraciclina

addugata in
probd, pg/kg

20 30 40 30

Repetabilitate* Media 20.3+0.67 30.5+0.54 39.8+0.28 -
+SD,
na/kg
Recuperare* % 101.5 101.6 99.5 -
Reproductibilitate* Analist 20.3+0.67 30.5+0.54 39.8+0.28 -
1
Media
+SD,
ng/kg
Analist 19.66+0.33 28.44+0.91 39.85%0.20 -
2
Media
+SD,
ug/kg
Precizie** Media 20.23%+0.5 - - -
+SD,
ug/kg
CV, % 2.47
Specificitate* Media -
+SD,
pg/kg

29.65+0.18 - ND***

*numarul de replicate analizate (n=6); ** numarul de replicate analizate (n=15);
***nedetectabil
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Pregatirea si testarea probelor s-a facut conform protocolului de lucru furnizat
de catre firma producatoare a kitului, astfel: 1 gram de proba de miere a fost
dizolvata in 49 ml PBS buffer (pH = 7,4). Pentru a obtine o mai buna dizolvare a
probei, solutia a fost agitatd pe Vortex si tinuta in baia ultrasonic timp de 5 minute.
Din acqasté solutie se folosesc 50 uL pentru continuarea analizei.

In urma citirii la aparatul Tecan la o lungime de unda de 450 nm, s-au
obtinut valorile absorbantelor, atat pentru standarde cat si pentru probe.

Rezultate si discutii
Rezultatele experimentale obtinute in urma analizarii probelor de miere sunt
redate in tabelul 31:

Tabelul 31 - Cantitatea de tetraciclind detectata in pg/kg, in cele trei tipuri

de miere
Tipul Concentratia de tetraciclina detectata
de (ng/kg)

miere

Apicultorul 1 | Apicultorul 2 | Apicultorul 3 | Apicultorul 4

19,14 27,03 16,18

21,27 18,04
15,47 22,89

Reprezentand concentratiile de reziduu detectate in fiecare sort de miere
(figurile 41, 42 si 43), se evidentiaza faptul ca, cantitatea cea mai mare de antibiotic
a fost identificata in mierea de tei, recoltata de la apicultorul numarul 4, urmata de
cea de salcdm de la apicultorul numarul 1. In cazul mostrelor de miere poliflor3,
tetraciclina s-a determinat in cantitatea cea mai mare in proba recoltata de la cel
de-al doilea apicultor.

Tei
Poliflora 16,63

70

€0

50

40

30

20

10

Concentratia de tetraciclina, ug/kg

o] T T T 1

Apicultorul 1 Apicultorul 2 Apicultorul 3 Apicultorul4

Figura 41 - Concentratia de tetraciclina detectata in mierea de tei in functie
de apicultorul de la care s-a recoltat proba
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Figura 42 - Concentratia de tetraciclind detectata in mierea de salcam in
functie de apicultorul de la care s-a recoltat proba
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Figura 43 - Concentratia de tetraciclina detectata in mierea poliflora in
functie de apicultorul de la care s-a recoltat proba

Analizdnd concentratia de antibiotic detectata in functie de tipul de miere pe
fiecare apicultor in parte, se observa ca, dintre mierile recoltate de la apicultorul
numarul 1 cea mai poluata cu tetraciclina este cea de salcam (figura 44), in cele
recoltate de la apicultorul numarul 2 concentratia cea mai mare de tetraciclind a fost
detectata in mierea polifiora ( figura 45), la apicultorul 3 in mierea de salcam (figura
46), iar la apicultorul numarul 4 n mierea de tei (figura 47).
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Figura 44 - Concentratia de tetraciclind detectata de la apicultorul numarul
1, in functie de tipul de miere
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Figura 45 - Concentratia de tetraciclind detectata de la apicultorul numarul
2, in functie de tipul de miere
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Figura 46 - Concentratia de tetraciclind detectata de la apicultorul numarul
3, In functie de tipul de miere
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Figura 47 - Concentratia de tetraciclind detectata de la apicultorul numarul
4, 1n functie de tipul de miere

Facand o medie a concentratiilor obtinute pe fiecare tip de miere, se observa
ca, cea de tei este cea mai poluata dintre ele, dupa cum este redat si in figura 48:

Concentratia de tetraciclingd, paikyg

Salcam Tei Poliflora

Tipul de miere

Figura 48 - Concentratia de tetraciclina in functie de tipul de miere

Prezenta reziduurilor de tetraciclina in esantioanele de miere colectate de
la cei patru apicultori din zona de vest a Romaniei sunt prezentate in figura 49:
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Figura 49 - Concentratia de tetraciclind detectata in mierea testata precum si limita
maxima admisa (MRL)

Dupa cum se observa in figura 49, dintre toate esantioanele de miere
analizate, 50% au fost pozitive. Nivelul cel mai inalt de tetraciclina a fost detectat in

esantionul de miere de tei (60,67 [pg/kgl).

Pentru celelalte tipuri de miere,

continutul de tetraciclinad gdsit a fost de 38,32 [ug/kg] in mierea de salcam,
respectiv 30,72 [Hg/kg] in mierea poliflora. In cazul mierii de salcam, cantitatea cea
mai mare de tetraciclind a fost detectata in mierea recoltata de la primul apicultor,
iar cea mai poluata cu antibiotic dintre mierile de tei recoltate, a fost cea de la
apicultorul numarul 4. In urma analizarii mostrelor de miere poliflora recoltate de la

cei patru apicultori,
numarul 2.

cel mai mare grad de poluare o are cea de la apicultorul

Pentru a studia degradarea in timp a reziduurilor de tetracicling,
esantioanele din fiecare tip de miere, cu cele mai inalte nivele a reziduurilor
de tetraciclind, au fost introduse in pahare Erlenmeyer si stocate la

temperatura laboratorului (21+1)°C,

la intuneric. Experimentele au avut

loc de la inceputul lunii August 2009, pana in Septembrie 2009, aceste
probe fiind analizate din 3 in 3 zile. Determinadrile experimentale sunt

redate in tabelele 32, 33 si respectiv 34:

Tabelul 32- Concentratia de tetraciclina

detectata in mierea de salcam

Timp, Concentratia de Nivelul de TC,
zile tetraciclinad, [pg/kg] %
0 38.32 100.00
3 38 99.16
6 37.6 98.12
9 37.44 97.70
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12 37.2 97.08
15 37 96.56
18 36.68 95.72
21 36.4 94.99
24 36.26 94.62
27 35.9 93.68
30 35 91.34
33 34.8 90.81

Tabelul 33 - Concentratia de tetraciclina detectatd in mierea poliflora

Timp, Concentratia de Nivelul de TC,
zile tetraciclina, [pg/kg] %
0 30.72 100.00
3 30.54 99.41
6 29.99 97.62
9 29.29 95.35
12 29.06 94.60
15 28.9 94.08
18 28.64 93.23
21 28.2 91.80
24 27.72 90.23
27 27.36 89.06
30 26.53 86.36
33 26 84.64

Tabelul 34 - Concentratia de tetraciclina detectata in mierea de tei

Timp, Concentratia de Nivelul de TC,
zile tetraciclina, [pg/kg] %
0 60.67 100.00
3 59.7 98.40
6 59.18 97.54
9 58.77 96.87
12 58.49 96.41
15 58.2 95.93
18 57.8 95.27
21 57.5 94.78
24 57 93.95
27 56.08 92.43
30 54.83 90.37
33 54.4 89.67
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Variatia nivelului de tetraciclina n cele trei tipuri de miere, pe durata stocarii
la temperatura camerei si la intuneric este redata in figura 50.

< —o— selcim
S RLEK\ s
= 8500 A Ao S
Z 8000 -
75.00 -
70.00 . . . .
0 10 20 30 40

Figura 50 - Variatia nivelului de tetraciclind in cele trei tipuri de miere, pe durata
stocarii la temperatura camerei si la intuneric

Din grafic, poate fi observata o continuda scadere a concentratiei de
tetraciclina, pentru toate esantioanele de miere.

Dupa trei zile de stocare, nivelul de tetraciclind a scazut cu 2,5 % pentru
toate cele trei esantioane de miere. Aceastd scadere a continuat, dar a fost mai
pronuntata in cazul mierii poliflore. In ziua 30, a fost obtinuta o scadere a nivelului
de tetraciclind cu 10% in cazul mierii monoflore (salcdm si tei) si 15% in cazul mierii
poliflore.

Molino et all. (2011) [96] a constatat o scadere de 21% a nivelului de
tetraciclina in miere dupa 30 de zile de depozitare la o temperatura 20°C, dar tipul
mierii nu a fost specificat. Rezultate asemanatoare au fost obtinute de Culacova et
all. (2008) [94] si Martel et. all (2006) [93].

In scopul caracterizirii din punct de vedere teoretic a proceselor
fizico-chimice care au loc in cadrul fenomenelor de degradare a tetraciclinei
in cele trei sorturi de miere a fost adoptata ipoteza utilizarii unui model

cinetic de ordinul intai, reprezentat prin ecuatia de forma C =C .e*(25),

e . dc
obtinuta prin integrarea relatiei —— = k.c .[98]

unde: C - concetratia de tetraciclina in miere la momentul t (pg/kg); Co -
concentratia initiala de tetraciclina (ug/kg); k — constanta cinetica de ordinul intai.
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Relatia (25) se logaritmeaza rezultdand o ecuatie de forma:

c
Inc=In¢,—k-t din care se obtine In—=—k-t; prin prelucrarea acesteia
Co
c
rezultd relatia: —In—=4k-¢.
Co
Pentru determinarea valorilor constantei k, s-au folosit datele experimentele
din tabelele 32, 33 si 34.
Prin prelucrarea acestor date, trasand graficul - In (c/cy) functie de timpul
t, au fost determinate valorile constantei k. Dependenta - In (c/cg) functie de
timpul t este o dreapta cu panta egala cu valoarea constantei de ordinul unu, k .

Degradarea tetraciclinei in timp in mierea de salcam, stocata la temperatura
camerei este reprezentata in figura 51:

y = 0.0012x

0.0400 3

0.0350 //
~0.0300 s
3 0.0250 / -
£ 0.0200 " *
' 0.0150 "
0.0100 Pad
0.0050

0.0000 . . .
0 10 20 30 40
timp t, [zile]

Figura 51 - Evolutia degradarii tetraciclinei in timp in mierea de salcdm

Degradarea tetraciclinei in timp in mierea poliflora, stocata la temperatura
camerei este reprezentata in figura 52:
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Figura 52 - Evolutia degradarii tetraciclinei in timp in mierea poliflora

Degradarea tetraciclinei in timp in mierea de tei, stocatd la temperatura
camerei este reprezentata in figura 53:

y =0.0013x
0.0500 RF=0.952

0.0450 +
0.0400 pd

0.0350 £
S 0.0300 pd
[@] / *
5 0.0250 s
‘_f” 0.0200 A *

0.0150

*
0.0100 /°/
0.0050 +—>

0.0000 T . .

timp t, [zile]
Figura 53 - Evolutia degradarii tetraciclinei in timp in mierea de tei
Din aceste date, valorile lui k au fost evaluate prin trasarea - In(C/Cp)

functie de timpul t (figura 54). Graficul, - In(C/Cy) functie de timpul t este o dreapta
cu panta egala cu valoarea constantei de ordinul intai, k.
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Figura 54 - Evolutia degradarii tetraciclinei in timp in cele trei tipuri de miere

Timpul de injumatatire pentru procesul de degradare a tetraciclinei este
independent de concentratia initiala si este dat de formula:

ty, =In2/k  (26) [99]

Valorile pentru constanta cineticd de ordinul intai (k) si pentru timpul de
fnjumatatire (t;») determinate sunt prezentate in tabelul 35:

Tabelul 35 - Valorile constantei k si a timpul de injumatatire, t;,, , valori
ale degradarii tetraciclinei din mierea pastrata la temperatura camerei, in intuneric.

Tipul de miere | k- 103, [zile] | t;/,, [zile] R?
Salcam 1,2 251 0,9522
Tei 1,3 232 0,9620
Poliflora 2,0 151 0,9711

in toate cazurile, valorile R? sunt mai mari 0,95, indicand adecvanta datelor
cu modelul cinetic de ordin intdi. Valorile lui k sunt aproape identice pentru cele
doua tipuri de miere monoflora: de salcam si de tei. Prin compararea vitezelor de
degradare a tetraciclinei in mierea monoflora si in cea poliflora, se poate observa c3,
degradarea in esantionul de miere poliflora a fost de 1,6 ori mai rapida decat in cea
monoflord. Aceasta se poate datora diferentelor cantitative si calitative a compozitiei
mierii monoflore si poliflore, precum si datorita pH-ului. Degradarea tetraciclinei in
mierea poliflora se mai poate datora si prezentei enzimelor.

Analizand pH-ul probelor initiale si valorile timpului de injumatatire a
tetraciclinei in diferite tipuri de miere, se observa ca, timpul de injumatatire a
tetraciclinei creste cu cresterea pH-ului. Corelatia liniara intre cei doi parametri este
prezentata in figura 55 [100]:
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Figura 55 - Variatia timpului de injumatatire in functie de pH

Corelatia liniard foarte bund intre cei doi parametri este confirmatd de R?,
coeficient de corelatie egal cu 0,9961. Valorile pH-ului au fost masurate, de
asemenea, la sfarsitul studiului de stocare si rezultatele au aratat ca pH-ul probelor
au fost constante in timpul celor 30 de zile de analiza.

Pe baza datelor experimentale, redate in tabelele 32, 33 si 34 s-a
reprezentat grafic variatia concentratiei de tetraciclind in mierea de tei, salcdm si
poliflora dupa cum se observa si in figurile 56, 57 si 58:
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Figura 56 — Variatia concentratiei de tetraciclind in mierea de tei in functie de
timp
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Figura 57 - Variatia concentratiei de tetraciclind in mierea de salcam in
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Figura 58 - Variatia concentratiei de tetraciclind in mierea poliflora in functie de

timp

Punénd in acelasi grafic (figura 59) reprezentdarile celor trei seturi de
concentratii de tetraciclina se observa o evolutie similara pentru cele trei tipuri de

miere luate Tn studiu:
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Figura 59 - Variatia concentratiei de tetraciclina in functie de timp in cele
trei tipuri de miere

in vederea verificdrii exactitdtii rezultatelor obtinute prin prelucrarea
determinarilor experimentale, s-a construit o diagrama de control.

Diagrama de control este un grafic utilizat in studiul schimbarilor
produse in instrumentul de masurare in functie de timp. Informatiile sunt
introduse in ordine cronologica. Diagrama de control are mereu o linie
centrala CL, ce reprezinta media, o linie superioara pentru limita de control
superioara (UCL) si o linie inferioara pentru limita de control inferioara
(LCL) [101, 102, 103, 104].

Diagramele de control sunt unele dintre cele mai sofisticate instrumente ale
sistemului statistic de calitate. Atata timp cat punctele sunt intre LCL si UCL, se
presupune ca procesul este in control si nu este necesar sa se ia nici o masura. In
cazul in care un punct este situat in afara limitelor se presupune ca procesul este in
afara controlului, si sunt necesare actiuni corective pentru a gasi si a elimina cauzele
care au dus la aceea comportare. Chiar daca toate punctele de pe diagrama de
control sunt situate intre LCL si UCL, daca ele se comporta intr-un mod aleator acest
lucru reprezinta o indicatie ca procesul este din nou in afara controlului.

Una dintre cele mai importante actiuni care poate ajuta la mentinerea
calitatii rezultatelor chimice, este de a colecta date relevante in mod constant in
timp si de a le interpreta cu grija cu ajutorul diagramelor de control.

Acuratetea rezultatelor arata gradul de apropiere dintre rezultatul masurat si
valoarea adevarata. Limitele de acceptabilitate pentru diagramele de control sunt
cuprinse intre limita superioara 3 SD, respectiv 2 SD si limita inferioara 3 SD,
respectiv 2 SD. Prin observarea directa a hartii de control se apreciaza acuratetea
masuratorilor, valoarea determinatd trebuie sa se situeze intre limitele de
acceptabilitate: M-2SD, M+2SD, M-3SD, M+3SD.

Unde:
o M este media valorilor concentratiei probei
o SD este deviatia standard
O proba de miere de salcam, lipsita de substante antimicrobiene a fost
impartita in 12 subesantioane, care apoi au fost fortificate la un nivel de 40 ug/kg
tetraciclina. Aceste probe s-au analizat in vederea detectdrii concentratiei de
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tetraciclind, iar rezultatele obtinute au fost utilizate pentru a calcula valorile medii
ale concentratiei de tetraciclind si respectiv deviatia standard (SD), in scopul
obtinerii limitelor de acceptabilitate in vederea construirii diagramei de control.

Din diagrama de control obtinutd se observa, ca valorile sunt situate in
limitele de acceptabilitate, demonstrandu-se astfel acuratetea rezultatelor.

Pentru elaborarea diagramelor de control, pentru tetraciclind, s-a calculat
media concentratiilor de tetraciclind si deviatia standard (SD), obtinandu-se
urmatoarele valori pentru limitele de acceptabilitate:

= M-2SD = 33.96
= M+2SD =39.48
= M-3SD =32.58

. = M+3SD =40.86

In figura 60 este reprezentata diagrama de control pentru mierea de
salcam, in cazul tetraciclinei:

HARTA DE CONTROL
PENTRU
MIEREA DE SALCAM

VALOAREA DETERMINATA
LIMITA INFERIDARA 25
—LIMITA SUPERIOARA 25
LIMITA INFERIDARA 35
LIMITA SUPERIOARA 35

Figura 60 - Diagrama de control pentru mierea de salcdm

Din figura 60, se observa ca, valorile masurate se gasesc in intervalul de
incredere. Prin analiza diagramei de control prezentatd, se observa ca masuratorile
experimentale s-au efectuat cu o acuratetea si o precizie ridicata. Acest lucru
demonstreaza faptul ca rezultatele obtinute in urma analizei unor probe reale vor fi
rezultate precise si valide.

Concluzii

Desi, studiile de degradare a concentratiilor de tetraciclina din miere sunt
destul de rare in literatura de specialitate, rezultatele prezentate in aceast studiu de
caz sunt In concordanta cu cele raportate de catre alti autori. Toate acestea
subliniaza necesitatea Tmbunatatirii educatiei apicultorilor, in scopul evitarii utilizarii
intr-un mod neadecvat a antibioticelor, prevenind astfel contaminarea mierii.

Facand o medie a concentratiilor obtinute pe fiecare tip de miere recoltate
de la cei patru apicultori, se observa ca dintre cele trei sorturi de miere cea de tei
este cea mai poluata dintre ele. Dintre esantioanele de miere analizate, 50% au
fost positive, nivelul cel mai inalt de tetraciclina fiind detectat in esantionul de miere
de tei.
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Rezultatele prezentate au aratat ca, concentratia de tetraciclina a scazut in
timp, in toate probele de miere, degradarea tetraciclinei avand loc mult mai rapid in
mierea poliflora. De remarcat unele modificari in continutul de antibiotic la cateva
luni de pastrare.

Pe baza rezultatelor experimentale s-a constatat ca in toate tipurile de miere
analizate pentru descrierea degradarii reziduurilor de tetraciclina a fost adoptat un
model cinetic de ordinul intai.

Timpul de injumatatire a tetraciclinei creste cu cresterea pH-ului, corelatia
liniard foarte bund intre cei doi parametri fiind confirmatd de R?, coeficient de
corelatie.

Variatia concentratiei de tetraciclind in functie de timp are o evolutie
similara pentru cele trei tipuri de miere.

Fiabilitatea metodei s-a demonstrat prin investigarea urmatorilor parametri:
repetabilitatea, reproductibilitatea, recuperarea, specificitatea si precizia.

Analizand diagrama de control prezentata, se observd ca masuratorile
experimentale s-au efectuat cu o acuratetea si o precizie ridicata, obtinandu-se
rezultate precise si valide.

Modelul cinetic caracterizeaza modul de degradare al tetraciclinei in timp si
este un model cinetic de ordinul unu.

2.3.D Studiul stabilitatii limitei concentratiei reziduurilor de
streptomicina in mierea de albine in functie de timp si de

temperatura

Se pune tot mai mare accent pe calitatea alimentelor, de aceea prezenta
contaminantilor (streptomicind sau tetraciclind) trebuie tratatd cu deosebita atentie.
Pentru diminuarea sau chiar eliminarea acestor reziduuri din mierea de albine se
urmareste dezvoltarea de strategii de management, avand la bazd principiul
“prevenirea este mai eficientd decat tratarea”. Protejarea consumatorului impotriva
efectelor toxice ale acestor contaminanti, impune incurajarea unei bune practici
apicole [105], depozitarea sa se faca in conditii corespunzatoare, iar apicultorii sa
respecte termenele impuse de tratamente, precum si dozele recomandate in
simtomatologia diferitelor boli ale albinelor [106].

Astfel, In miere, In urma tratamentelor aplicate albinelor, reziduurile de

streptomicind pot sa apara daca nu se respectd perioada de descompunere sau daca
medicamentul nu este administrat corect. Concentratiile ridicate de streptomicind au
efecte ototoxice si nefrotoxice.
Concetratii scazute, cum sunt cele care pot sa apara in alimente, pot cauza alergii,
dezechilibre ale florei intestinale si favorizeaza microorganismele rezistente.
Prezenta reziduurilor de antibiotice in miere este o problema de sanatate publica, de
aceea pentru a proteja consumatorul este necesar ca administrarea substantelor
antimicrobiene sa se facd cu mare strictete.

Controlul calitatii produselor este considerat marca industriei alimentare,
conditie esentiala ca un produs sa fie competitiv [107].

Scopul studiului il constituie urmarirea stabilitatii reziduurilor de
streptomicina la diferite temperaturi, in mierea de albine.
Conditiile de prelevare a esantioanelor au fost urmatoarele:
= masa probei 400 g
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» temperatura 22+ 2°C
= umiditate 47+ 2%
= presiunea atmosferica 1011 hPa .

Proba de miere de tei a fost recoltata intr-un recipient de sticla. In prealabil
a fost analizata cu ajutorul kitului Elisa, pentru a verifica daca exista in compozitia ei
substante antimicrobiene. Dupa ce s-a constatat absenta antibioticelor din mierea
supusa testului, aceasta a fost fortificata cu 50 pg/kg standard de streptomicina.
Este necesar sa se asigure calitatea rezultatelor analizei, acest obiectiv fiind atins
prin folosirea unei metode validate.

Pentru analizarea probelor s-a folosit aceeasi metoda, acelasi analist,
aceeasi aparaturda (cititor de probe, micropipete, rotavapor) si acelasi chit.
Depozitarea probei de miere de albine s-a facut in conditii de temperatura normale,
in flacon de sticld, la temperatura camerei ( 21°C-22°C), in spatiu aerisit si in
absenta luminii.

Pentru a determina continutul de antibiotic s-a utilizat chitul Elisa R-
Biopharm cu limita de detectie de 20 pg/kg. Pregatirea si testarea probelor s-a facut
conform protocolului de lucru furnizat de catre firma producatoare a kitului [108].
Cu ajutorul aparatului Tecan Sunrise, componenta a Liniei Elisa, s-au obtinut valori
ale absorbantelor, atdt pentru standarde cat si pentru proba. In functie de
absorbantele citite la lungimea de unda de 450 nm, cu ajutorul softului Ridascreen
R-biopharm a fost calculatd valoarea concentratiei probei luate in studiu.
Experimentele au avut loc de la inceputul lunii noiembrie 2009, pana in decembrie
2010, aceste probe fiind analizate din 3 in 3 zile.

Rezultate si discutii
Rezultatele experimentale obtinute in urma analizelor se regasesc in tabelul

% Tabelul 36 - Concentratia de streptomicina detectata, in pg/kg
Concentratia de
Ziua streptomicina (pg/kg)
0 48.3
3 47.1
6 47.0
9 46.1
12 45.9
15 45.1
18 44.9
21 44.4
24 43.8
27 43.4
30 43.0
33 42.8
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Reprezentand grafic concentratia de streptomicind detectata in urma testarii
probei fortificate la un nivel de 50 ug/kg, s-a obtinut urmatoarea evolutie pentru
antibioticul detectat (Figura 61)
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Figura 61 - Variatia concentratiei de streptomicina in functie de timp

Din grafic, poate fi observatd o scadere continua, dar nesemnificativa a
concentratiei de streptomicina, pentru proba de miere studiata.

Dupa trei zile de stocare, nivelul de streptomicina a scazut cu 2,48 %.
Aceastda scadere a continuat, ajungand in ziua a cincisprezecea, la o scadere a
nivelului de streptomicina cu 6,25 %, iar in ultima zi de analiza la 11,38 %.

In scopul caracterizirii din punct de vedere teoretic a proceselor
fizico-chimice care au loc in cadrul fenomenelor de degradare a
streptomicinei in mierea de tei a fost adoptata ipoteza utilizarii unui model

cinetic de ordinul intai, reprezentat prin ecuatia de forma C =C, e 27,

VN . dc
obtinuta prin integrarea relatiei —? =k.c
t

unde: C - concetratia de streptomicind in miere la momentul t (pg/kg); Co -
concentratia initiald de streptomicind (pg/kg); k - constanta cinetica de ordinul
intai.

Pentru determinarea valorilor constantei k, s-au folosit datele experimentele
din tabelul 36.

Prin prelucrarea acestor date, trasand graficul - In (c/cy) functie de timpul
t, au fost determinate valorile constantei k. Dependenta - In (c/cg) functie de
timpul t este o dreapta cu panta egala cu valoarea constantei de ordinul unu, k.

Relatia (27) se logaritmeaza rezultdnd o ecuatie de forma:

c v

Inc=Inc, —k -t din care se obtine In— = —k -¢; prin prelucrarea acesteia rezultd
c
0

c
relatia: —In—=%k-t.
Co
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Din datele experimentale, valorile lui k au fost evaluate prin trasarea -
In(C/Cy) functie de timpul t (Figura 62).

y = 0.001x
0.0600 R* = 0.968
pL
0.0500 /
0.0400
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Q /
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0.0200 /
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Figura 62 - Evolutia degradarii streptomicinei in timp

Timpul de injumatatire pentru procesul de degradare a streptomicinei este
independent de concentratia initiala si este dat de formula:

tl/2 = l”l 2/k

Valorile constantei cinetice de ordinul intai (k) si a timpului de injumatatire

(t1/2) @ modelului sunt prezentate in tabelul 37:

Tabelul 37 - Valorile constantei k si a timpului de injumatatire, t;», valori ale
degradarii streptomicinei din mierea de tei pastrata la temperatura camerei, la

intuneric.
Tipul de Valoarea .
miere constantei k ty/2, [zile] R
Tei 1,0 301 0,968

Valorile timpului de injumatatire al streptomicinei aratd ca acest antibiotic
este stabil in miere la temperatura camerei, in absenta luminii.

In continuarea studiului pentru a urmari stabilitatea streptomicinei in conditii
diferite de temperatura, aceeasi proba de miere a fost analizata in aceeasi zi, cu
acelasi chit si folosind aceeasi aparatura. Proba de miere a fost fortificata la un nivel
de 50ug/kg. Inainte de analiza propriu-zisa realizata cu chitul Elisa R-Biopharm,
aceasta proba de miere de albine a fost pastrata in conditii diferite de temperatura,
respectiv temperaturi medii: 4°C, 22 °C, 28 °C si temperaturi ridicate: 70 °C si 100

°C, timp de 30 de minute.

In urma analizarii esantioanelor de miere astfel pregatite s-au obtinut
urmatoarele rezultate experimentale redate in tabelul 38:
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Tabelul 38 - Concentratia de streptomicina (ug/kg) in functie de temperatura

Temperatura Concentratia de
°C streptomicina (pg/kg)
4°C 48.3
22°C 48.0
28°C 47.2
70°C 0
100°C 0

Se observd cd la 4%, 22° si 28°C apar diferente foarte mici ale concentratiei
de antibiotic, cantitatea de streptomicina din mierea de albine fiind stabila la aceste
temperaturi, pe cand la 70 °C, respectiv 100°C, streptomicina este nedetectabil3 in
miere.

In figura 63 este reprezentatd concentratia de streptomicind detectatd in
cele cinci esantioane de miere analizate in vederea studierii stabilitatii tetraciclinei
in functie de diferite temperaturi:

Concentratia de streptomicinain
functie de temperatura (pg/kg)

B Conrentratia de
streptomicina (pg/kg)

Coencentratiade streptomicimipg’kg

Temperatura, grade C

Figura 63 - Variatia concentratiei de streptomicina in functie de temperatura

La 4% 229 si 28 °C, cantitatea de streptomicind din mierea de tei luatd in
studiu este stabild, pe cidnd la 70°C, respectiv 100°C, streptomicina este
nedetectabila.

In vederea \verificarii exactitatii rezultatelor in urma determinarilor
experimentale, s-a construit o diagrama de control.

Una dintre cele mai importante actiuni care poate ajuta la mentinerea
calitatii rezultatelor chimice, este de a colecta date relevante in mod constant in
timp si de a le interpreta cu grija cu ajutorul diagramelor de control.

Proba de miere de tei luata in studiu, fortificatéd la un nivel de 50 pg/kg
streptomicind, a fost analizata in vederea detectarii concentratiei de streptomicina.
Cele 12 rezultate obtinute au fost utilizate pentru a calcula valorile medii ale
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concentratiei de streptomicina si respectiv deviatia standard (SD), in scopul obtinerii
limitelor de acceptabilitate in vederea construirii diagramei de control.

Din diagrama de control obtinuta se observa, ca valorile sunt situate in
limitele de acceptabilitate, demonstrandu-se astfel acuratetea rezultatelor.

Pentru elaborarea diagramelor de control, pentru streptomicind, s-a calculat
media concentratiilor de streptomicind si deviatia standard (SD), obtinandu-se
urmatoarele valori pentru limitele de acceptabilitate:

« M-2SD=41,62
» M +2SD = 48,68
« M-3SD=239,85
* M +3SD = 50,45

Reprezentarea graficd a diagramei de control pentru mierea de tei este
redata in figura 64:

Figura 64 - Diagrama de control pentru verificarea acuratetii rezultatelor in cazul
detectarii streptomicinei in cazul mierii de tei

Prin analiza diagramei de control prezentata in figura 64, se observa ca
masuratorile experimentale s-au efectuat cu o acuratetea si o precizie ridicata.
Toate valorile determinate experimental s-au incadrat in intervalul de incredere.
Acest lucru demonstreaza faptul ca rezultatele obtinute in urma analizei unor probe
reale vor fi rezultate precise si valide.

Concluzii

Se poate observa o scadere continuad, dar nesemnificativd a concentratiei de
streptomicind, pentru proba de miere studiata. Timpul de injumatatire pentru
procesul de degradare a streptomicinei este independent de concentratia initiala.

Valorile timpului de Tnjumatatire al streptomicinei arata ca acest antibiotic
este stabil in miere la temperatura camerei in absenta luminii, astfel c& la 4°, 22° si
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28°C apar diferente foarte mici ale concentratiei de antibiotic, cantitatea de
streptomicing din mierea de albine fiind stabil§ la aceste temperaturi, iar la 70 °C,
respectiv 100 °C, streptomicina este nedetectabild in miere.

Nivelul de streptomicina a scazut cu 2,48 % dupa trei zile de stocare,
ajungand la o scadere a nivelului de streptomicina cu 11,38 % in ultima zi de
analiza.

Valoarea timpului de injumatatire al streptomicinei in mierea de tei este
egala cu 301 zile.

Se observd cd, la 4 %, 22 ° si 28 ° C, cantitatea de streptomicind din mierea
de tei luatd in studiu este stabild, pe cand la 70°C, respectiv 100°C, streptomicina
este nedetectabila.

Analizand diagrama de control obtinuta prin analiza mierii de tei se observa
ca masuratorile experimentale s-au efectuat cu o acuratetea si o precizie ridicata.

2.3.E Studiul comparativ al metodelor de detectare screening,

respectiv de confirmare a concentratiei reziduurilor de

streptomicina din mierea de albine cu metoda HPLC

Mierea este un amestec unic de zaharuri, care ofera multe beneficii
nutritionale si care contine multe minerale, vitamine, antioxidanti, aminoacizi si
enzime [109].

Antibioticele sunt utilizate in principal in apicultura pentru tratarea bolilor
bacteriene de puiet, de exemplu, Loca americana (Paenibacillus larvae larvae
subsp.) [110].

Antibioticele sunt eficiente in apicultura, numai in infestarea stupilor cu
Loca. Unii apicultori practica inca tratamente preventive cu diferite antibiotice [111].

Prezenta de antibiotice in produsele alimentare este vazuta de catre
autoritatile sanitar-veterinare foarte daunatoare pentru consumatori. Dupa beta-
lactamice, cea mai utilizata in medicina veterinard este streptomicina (STR) [112].
In conformitate cu Regulamentul Consiliului European 2377/90 mierea ar trebui sa
fie lipsita de substante antimicrobiene [113].

In conformitate cu legislatia Uniunii Europene, limitele maxime admise
pentru reziduurile de antibiotice trebuie sa fie stabilite cat mai jos posibil [23].

Pentru a determina continutul de antibiotice in miere, existda doua abordari
principale: teste screening si metode de confirmare. Testele simple permit
identificarea unui singur analit obiectiv si ofera rezultatele semi - cantitative si
cantitative [114].

In ultimii ani, In tot mai multe publicatii este subliniata problema pe care o
ridicd contaminarea mierii si a celorlalte produse apicole cu reziduuri de antibiotice,
substante cu efecte toxice acute si cronice asupra sanatatii consumatorului.

Pe parcursul anilor au fost dezvoltate diferite metode de determinare a
reziduurilor de streptomicina din miere [116-122].

La ora actuald testarea probelor de miere, in vederea stabilirii contaminarii
cu reziduuri de antibiotice se realizeaza cel mai adesea prin:

e Metode de screening de tipul ELISA sau Charm II, utilizate pentru indentificarea
probelor de miere pozitive.

e Determinari cantitative pentru confirmarea probelor pozitive, prin tehnicile HPLC,
LC-MS, LC-MS/MS si GC.

Cea mai buna tehnica cromatografica utilizata pentru analiza antibioticelor
este cromatografia lichidd de finalta performanta (HPLC). Prin cuplarea
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cromatografului de lichide cu spectrometrul de masa s-a obtinut un sistem de
analiza performant, capabil sa separe, sa identifice si sa cuantifice componentii din
cele mai complexe probe. Sistemele LC-MS au suferit transformari semnificative,
ajungand la analize calitative si cantitative foarte exacte.

Sopul studiului il constituie determinarea continutului de reziduuri
de antibiotice din mierea de albine folosind comparativ teste screening si
metode de confirmare.

In figura 65 este prezentatda schema metodelor de identificare a substantelor
antimicrobiene din mierea de albine:

Teste screening

|

Proces analitic

Proces analitic

Probe

A neconforme
conforme \__/
N
\"“‘m

S ——"

Figura 65 - Schema metodelor de determinare a antibioticelor din miere [115]

Testele simple permit determinarea unui singur analit tinta, furnizand atat
rezultate semi-cantitative sau cantitative cat si calitative [115]. Testele de screening
ofera o rata scazuta de probe false conforme, usurinta de utilizare, timp scurt de
analiza, selectivitate buna, si pret scazut [115].

La ora actuala cele mai utilizate metode de confirmare sunt cele bazate pe
tehnici spectrofotometrice. LC-MS/MS cuplat cu ESI (Electrospray Ionization) sau in
combinatie cu APCI (Atmospheric Pressure Chemical Ionization), a devenit din ce in
ce mai utilizat pentru determinarile cantitative de reziduuri de medicamente care
pot fi prezente in alimente.

Exista 6 tipuri de sisteme LC/MS: LC/MS, LC/MS/MS, LC/MS cu trapa ionica,
LC/MS/MS cu trapa ionica, LC/MS TOF si LC/MS QTOF.

Gaz cromatografia este putin utilizata la determinarea reziduurilor de
antibiotice In miere, datorita volatilitatii scazute si a instabilitatii termice a acestor
medicamente.

7 Metode de confirmare rr

Probe suspect
pozitive
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H.P.L.C. (High Performance Liquid Chromatography) este utilizat pe scara
larga pentru analizele de rutina, la identificarea antibioticelor din miere. In figura 66

este redata schema bloc pentru H.P.L.C.:

.

Pompa

HFIAC )
Injector

eluent
Coloana

analltlc

Raspuns

Figura 66 — Shema bloc a HPLC

In figura 67 sunt prezentate etapele de lucru ale analizei H.P.L.C.:

[ Prepararea probei ]
I

[ Injectarea in coloana ]

[ Eluarea cu faza mobild ]
1

[ Detectarea componentilor din ]
1

[ Identificare si mdsurare ]

Figura 67 — Etapele de lucru ale analizei H.P.L.C.
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Pentru determinarea reziduurilor de streptomicind, s-au folosit comparativ
doua metode: I - una de screening (Elisa) si II - metoda de confirmare H.P.L.C.
(High Performances Liquid Chromatography).

Pentru efectuarea investigatiilor s-a luat in studiu o probd de miere de
albine prelevata in cantitate de 400 de grame. Aceasta s-a impartit in 16 replicate,
ce au fost apoi fortificate cu streptomicina la nivelul de 20 ug/kg. Proba globald din
care s-au recoltat esantioanele a fost analizata in prealabil si este lipsita de
substante antimicrobiene.

Proba de miere de albine a fost prelevata in conditii standard adecvate, atéat
din punct de vedere fizico-chimic cat si microbiologic [123]. Conditiile de prelevare
a esantioanelor au fost urmatoarele:

= masa probei 400 g

* temperatura 22+ 2°C

= umiditate 40+ 2%

= presiunea atmosferica 1001 hPa

I. La determinarea continutului de antibiotic prin teste screening s-a utilizat
chitul Elisa MaxSignal produs de firma Bioo Scientific, chit cu limita de detectie 10
Hg/kg[124].

ELISA (enzyme-linked immunosorbent assay) este un test imunoenzimatic
folosit la determinarea cantitativa a antibioticelor, metoda folosita in prezent doar in
analizele cantitative preliminare. Acest test are la baza reactia dintre antigen si
anticorp. Godeurile placutei existente in chit sunt captusite cu proteina conjugat de
streptomicina. Dupa addugarea anticorpului anti-streptomicind, streptomicina libera
si cea legatd competitioneaza cu streptomicina anticorp (reactie competitiva
imunoenzimaticd). Anticorpii nelegati sunt eliminati in faza de spalare.

Pregatirea si testarea probelor cu testul imunoenzimatic Elisa s-a facut
conform protocolului de lucru prezent in chit [124].

II. Ca si metoda de confirmare s-a folosit metoda H.P.L.C. (High
Performances Liquid Chromatography) - ,,Determinarea reziduurilor de streptomicina
din miere prin HPLC cu derivatizare post-coloana - DIN 0010761/1999, DE (1999)".
Sistemul include lichid cromatograful de inalta performanta GBC serie 8000 cu
sistem de derivatizare post coloana model 655A-13 (Merck/Hitachi Atr. 18030),
ansamblu reactie post coloana (Merck Atr. 18032) utilizat pentru separarea,
identificarea si cuantificarea reziduurilor de streptomicind prezente in probe, coloand
Hypersil BDS C-18: 100x4.6mm/3um si precoloand ODS 20x2,1mm/10um.

De asemenea, metoda functioneaza dupa urmatorii parametrii: temperatura
de lucru 55 °C, volumul injectat 100 pl, gradient izocratic, reactiv solutie de NaOH
0,2 M, coloana de reactie: 10 M (volum - 0,86 ML; ID - 0,33 MM), lungimea de unda
de excitare: 263 NM, lungimea de unda de emisie: 435 NM.

Prepararea probei cuprinde trei faze: extractia, purificarea si eluarea
probelor.

Pentru extractia probelor s-au céantarit 10£0,02 grame miere intr-un pahar
Berzelius de 100ml si s-au adaugat 25 ml solutie de acid percloric pH 2, agitdndu-se
bine pana la dizolvarea mierii. Proba s-a filtrat printr-o pélnie cu vata de sticla.
Palnia de filtrare s-a spalat cu 5 ml solutie acid percloric care se trece prin cartus.

Dupa extractia probelor are loc purificarea pe cartuse de purificare in faza
solida SOsH si apoi purificarea pe cartuse de purificare in faza solida C-18.

Eluarea se face sub vid slab (cu picatura) cu 6 ml (3x2 ml) metanol intr-o
eprubetd conicd. Eluatul este evaporat la eveporatorul rotativ si adus la sec la o
temperatura de 40 °C in curent de azot. Daca raman urme de apa se reia cu etanol
si se evapora la sec. Reziduul se reia cu 1 ml solutie HPLC intr-un eprubetd cu
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capac. Inainte de masurare eprubeta se centrifugheazd 10 minute la 4000
rot/minut.

Din integrarea picurilor obtinute in urma injectarii, prin soft-ul aparatului
EZCHROM s-a detectat concentratia probelor luate in studiu. Pe baza ecuatiei
dreptei realizata pe baza curbei intocmite pentru matrice (Y= a + bX ) se determina
concentratia reald a probelor analizate.

Rezultate si discutii, metoda I

Pentru efectuarea investigatiilor s-a luat in studiu o proba de miere de albine
lipsita de substante antimicrobiene care s-a Tmpartit in 16 replicate. Aceste
esantioane au fost fortificate cu streptomicina la nivelul de 20 pg/kg. Probele au fost
analizate in aceleasi conditii de mediu, de catre acelasi analist si folosind aceeasi
aparatura.

In urma testelor efectuate pentru esantioanele de miere analizate prin
metoda imunoenzimatica Elisa s-au obtinut urmatoarele rezultate experimentale
redate in tabelul 39:

Tabelul 39 - Concentratia de streptomicind detectata in pg/kg
prin testul imunoenzimatic Elisa

Numarul probei Concentratia de streptomicina
detectata (pg/kg)
1 14.408
2 14.120
3 13.861
4 14.096
5 14.215
6 14.120
7 16.708
8 15.966
9 16.877
10 16.291
11 16.512
12 16.821
13 16.708
14 17.485
15 19.148
16 17.514

in figura 68, sunt reprezentate grafic cantitdtile de streptomicina
detectate in cele 16 replicate, prin metoda Elisa.
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20
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16 1
14 A
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B Cantitatea de antibiotic
detectata prin Elisa (ug/kg)

cantitatea de stre ptomicina (ppb)

o M~ B Y 0

1234567 8510111213141516

Numarul probei

Figura 67 — Concentratia de streptomicina detectata prin metoda Elisa

Din reprezentarea grafica a concentratiei de streptomicind detectata prin
metoda Elisa se observa o evolutie similara a celor 16 esantioane de miere de albine
luate in analiza.

Rezultate si discutii, metoda II

In urma injectarii probelor in H.P.L.C, pentru cele 16 esantioane de miere
de albine s-au obtinut picuri care prin integrare cu ajutorul softului au condus la
obtinerea concentratiilor probelor analizate.

Pentru efectuarea investigatiilor s-a luat in studiu o proba de miere de albine
lipsitd de substante antimicrobiene care s-a impartit in 16 replicate. Aceste
esantioane au fost fortificate cu streptomicina la nivelul de 20 pg/kg.

Probele au fost analizate in aceleasi conditii de mediu, de catre acelasi
analist si folosind aceeasi aparatura.

Cromatogramele obtinute in urma analizei H.P.L.C. sunt redate in figurile
68-83:
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Figura 76 - Cromatograma pentru esantionul numarul 9 de miere de albine
fortificata
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Figura 77 - Cromatograma pentru esantionul numarul 10 de miere de albine
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Tabelul 40 - Concentratia de streptomicina detectata in pug/kg
prin metoda H.P.L.C.

Numarul probei Concentratia de streptomicina Unitate de

detectata masura
1 16.218 Hg/kg
2 15.373 Hg/kg
3 15.507 Hg/kg
4 15.376 Hg/kg
5 15.338 Hg/kg
6 15.751 Hg/kg
7 17.492 Hg/kg
8 16.572 Hg/kg
9 17.082 Hg/kg
10 16.708 Hg/kg
11 17.551 Hg/kg
12 17.378 Hg/kg
13 17.848 Hg/kg
14 17.518 Hg/kg
15 19.827 Hg/kg
16 19.827 Hg/kg

Figura urmatoare (figura 84) reda grafic concentratiile de streptomicina
obtinute in esantioanele de miere analizate prin metoda de inalta precizie, H.P.L.C:

18 1
16 1
14 1
12

Cantitatea de antibiotic detectata
prin HPLC (ug/kg)

Cantitatea de streptomicina (ppb)

O N~ B O O

1 23456 7 8 910111213141516

Numarul probei

Figura 84 - Cantitatea de antibiotic detectata prin metoda H.P.L.C.

Se observa o evolute similard pentru toate cele 16 replicate analizate prin
metoda H.P.L.C.

In figura 85 sunt prezentate rezultatele obtinute la masurarea concentratiei
de streptomicina in aceleasi probe de miere prin cele douda metode descrise anterior.
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B Detectata prin ELISA
O Detectata prin HPLC

Cantitatea de strptomicina [ug/kg]

12 3 45 6 7 8 910111213141516
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Figura 85 — Reprezentarea grafica comparativa a concentratiei de streptomicina
din miere detectata prin cele doua metode

Din reprezentarea grafica se observa ca, apar diferente nesemnificative la
detectarea antibioticului prin cele doua metode de analizd, de minimum 0,030 ppb si
maximum 2,313 ppb.

Toate probele analizate cu testul imunoenzimatic ELISA, au fost confirmate
prin metoda cromatografica de inalta performanta (H.P.L.C.).

Pentru a compara performantele, precizia celor doua metode, implicit
influenta factorilor subiectivi asupra rezultatelor obtinute in laborator s-a utilizat
statistica matematica. Prin testul F al lui Fischer-Snedecor [125] s-au comparat
dispersiile aferente celor doua serii de experiente. Pentru metoda screening ELISA
se gdseste s;2 = 2,3818, iar pentru metoda HPLC s,2 = 1,8973. Am ales pragul de
semnificatie 0,1 si deci a/2=0,05, cu gradele de libertate v;=v,=15.

Deoarece 2,3818 > 1,8973, din calcul rezulta:

_s7 23818

55 1,8973
Pentru conditiile impuse se afld Fo,0s (15,15)=2,4034 [125]. Deoarece
aceastd cifrd este mai mare decat F= 1,25536, gésitd experimental, vom admite c3

ambele serii de analize sunt la fel de reproductibile, indiferent de metoda de analiz3,
neexistand diferente semnificative intre rezultatele obtinute.

=1,25536 (28)

Concluzii

Analizadnd rezultatele obtinute se observa ca exista diferente mici in ceea ce
priveste detectarea reziduurilor de streptomicina in mierea de albine prin cele doua
metode (ELISA versus HPLC). Astfel, in fazele preliminare de identificare a
streptomicinei pot fi utilizate metodele screening, acestea fiind mai rapide, mai
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ieftine si suficient de precise. Probele neconforme analizate prin testele screening
implica confirmare prin HPLC.

Prin compararea dispersiilor celor doua serii de analize (obtinute prin ELISA,
respectiv HPLC), testul F al lui Fischer-Snedecor, admite ca ambele sunt la fel de
reproductibile, indiferent de metoda de analiza.

Este necesar a se urmari prezenta reziduurilor de antibiotice in miere,
acestea avand efecte nocive asupra sanatatii. Astfel, se impune dezvoltarea si
fmbunatatirea metodelor analitice pentru monitorizarea nivelelor antibioticelor n
miere, urmarindu-se atingerea unor limite de detectie si cuantificare cat mai
scazute.

Evolutia noilor metode de analiza si a echipamentelor de laborator de inalta
performantd, a determinat Uniunea Europeana si comisiile internationale de
specialitate ale F.A.O., 0.M.S., Codex Alimentarius si Comisia pentru Alimentatie, sa
impuna noi conditii de garantie a produselor alimentare, ceea ce presupune
respectarea unor cerinte foarte stricte de calitate.

Avand in vedere diferentele relativ mici privind procentul de recuperare si
nivelurile detectate dintre ele doua metode, HPLC optimizata si ELISA, s-au
comparat avantajele si dezavantajele acestora.

Avantajele metodei ELISA sunt:

- nu necesitd aparatura scumpa;

- utilizarea usoara a cititoarelor;

- probele sunt relativ usor de prelucrat;

- rezultatele obtinute sunt reproductibile;

Dintre dezavantajele metodei ELISA amintim urmatoarele:

- necesitatea achizitionarii de kituri pentru fiecare compus in parte;

- necesita confirmarea rezultatelor probelor neconforme (ELISA fiind o metoda
de analiza preliminara).

Metoda HPLC prezintd urmatoarele avantaje:

- probele sunt usor de prelucrat;

- consumul redus de reactivi;

- posibilitatea determinarii mai multor compusi printr-o singura analiza

- metoda poate fi utilizata atat pentru faza preliminara cat si pentru
confirmarea probelor pozitive.

Principalul dezavantaj al metotei HPLC este costul ridicat al aparaturii.

Rezultatele demonstreaza ca metoda ELISA este comparabilda cu metoda HPLC,

iar testul F al lui Fischer-Snedecor admite ca ambele sunt la fel de reproductibile.

2.3. F Stabilitatea concentratiei reziduurilor de tetraciclina si
streptomicina in trei sorturi de miere in conditii diferite de

temperatura

Variatia concentratiei de antibiotic in functie de timp are o evolutie similara
pentru cele trei tipuri de miere. In cazul tetraciclinei timpul de injumatatire creste cu
cresterea pH-ului. Comparand vitezele de degradare in mierea monoflora si in cea
poliflorda, se poate observa ca, degradarea antibioticului in esantionul de miere
polifiora este mai rapidda decat in cea monoflord. Aceasta se poate datora
diferentelor cantitative si calitative a compozitiei mierii monoflore si poliflore,
precum si datorita pH-ului. Degradarea tetraciclinei in mierea poliflora se mai poate
datora si prezentei enzimelor.
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Activitatea enzimelor poate fi influentata de numerosi factori, cum ar fi,
temperatura optima de activitate, influenta razelor ultraviolete si prezenta
electrolitilor care pot stimula sau inhiba activitatea enzimelor. La 80 °C enzimele
sunt total distruse, iar la temperatura scazuta se conserva.

Determinarea reziduurilor de antibiotice din miere a constituit in ultimii ani o
preocupare generald, deoarece acesti compusi pot reduce eficacitatea proprietatilor
benefice ale mierii, iar daca se gasesc in cantitati semnificative, pot reprezenta o
amenintare grava pentru sanatatea umana [126].

Prezenta reziduurilor de tetraciclina si a produselor sale de degradare in
miere pot provoca efecte nocive asupra consumatorilor, cum ar fi posibile reactii
alergice, leziuni hepatice, ingdlbenirea dintilor si tulburdri gastro-intestinale ca
urmare a actiunii selective a antibioticelor asupra florei intestinale umane [127].

In conformitate cu Regulamentul Consiliului European 470/2009 mierea ar
trebui sa fie lipsita de antibiotice [128]. In Romania pentru determinarea
reziduurilor de antibiotice din miere, se utilizeaza, de asemenea Ghidul “CRL
Guidance Paper”, din decembrie 2007, recomandat de Laboratorul Comunitar de
Referinta pentru reziduurile de substante antimicrobiene din alimente, cu sediul n
Franta. Conform acestui ghid, concentratia recomandata pentru streptomicina este
de 40 ppb, iar pentru tetraciclind este 20 ppb.

Pentru a determina continutul de antibiotice din miere, exista doua abordari
principale: teste de screening si metode de confirmare. Teste simple (Biosenzor,
Elisa, Charm II, etc), asigurd rezultate calitative, semi-cantitative si cantitative
[129]. Teste de screening ofera o rata scazuta (<5%) [130] de probe fals negative,
usurinta de utilizare, timp scurt de analiza, selectivitate buna si un pret scazut.

De-a lungul anilor au fost dezvoltate diferite metode de determinare a
streptomicinei din miere [131-137].

in cadrul cercetarilor efectuate pe aceastd directie, pe o perioadd de 5 luni
au fost analizate un numar de 3 probe de miere lipsita de substante antimicrobiene
(poliflora, tei si salcam) fortificate la nivelul de 200 pg/kg tetraciclina (TC), si
respectiv 3 de probe de miere (poliflora, tei si salcam) la 200 ug/kg streptomicina
(STR).
Probele de miere au fost prelevate in urmatoarele conditii:
= masa probei 400 g
* temperatura 21+ 1°C
= umiditate 40+ 2%
= presiunea atmosferica 998 hPa

Fiecare probda de miere testata pentru studiul stabilitdtii tetraciclinei in
functie de timp si in functie de tipul de miere a fost impartitd in cate 4 esantioane,
care inainte de a fi analizate au fost supuse unor conditii diferite de temperaturg,
respectiv 4, 22, 30 si 70 °C. Pentru studiul stabilitdtii streptomicinei in functie de
timp si in functie de tipul de miere, inainte de a fi analizate, esantioanele au fost
supuse unor conditii diferite de temperaturd, respectiv 4, 22, 30, 40 si 70 °C.

Depozitarea probelor de miere de albine s-a facut in conditii de temperatura
normale, in flacon de sticl3, la temperatura camerei ( 21°C-22°C), in spatiu aerisit si
in absenta luminii.

Fiecare dintre aceste probe a fost analizata prin metoda Elisa, la interval de
o saptamana, timp de 20 sdptamani, urmarindu-se evolutia continutului de
antibiotic.
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Rezultate si discutii
In tabelul 41 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma analizarii probelor

de miere In vederea determinarii tetraciclinei. Aceste probe de miere au fost
analizate saptamanal.
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Tabelul 41 - Concentratia de tetraciclina in functie de temperatura si in functie de cele trei sorturi de miere

Timp _ Poliflora _ _ Tei _ _ Salcdm S

(s3pt.) Coglcentraglaode tetraaocllna, pg/okg Cogicentragla cgje tetraC|0cI|na, pg/lo<g Coglcentratlaode tetrac:)cllna, pg/okg
4°C 22°C 30°C 70°C 4°C 22°C 30°C 70°C 4°C 22°C 30°C 70°C

1 198.52 | 195.36 | 195.36 | 185.94 | 198.52 | 195.36 | 192.21 | 182.82 | 195.36 | 192.21 | 179.73 | 176.65
2 195.01 | 192.74 | 190.48 | 183.80 | 195.01 | 192.74 | 190.48 | 181.61 | 195.01 | 190.48 | 177.28 | 175.14
3 191.57 | 189.52 | 185.48 | 181.50 | 193.62 | 191.57 | 189.52 | 179.54 | 189.52 | 187.50 | 175.65 | 171.84
4 187.69 | 184.93 | 179.45 | 168.80 | 190.48 | 187.69 | 184.93 | 166.20 | 184.93 | 184.93 | 174.07 | 168.80
5 184.86 | 180.66 | 166.40 | 162.46 | 189.11 | 184.86 | 170.40 | 156.68 | 182.75 | 180.66 | 168.39 | 142.03
6 180.84 | 174.06 | 161.03 | 146.84 | 185.44 | 180.84 | 167.46 | 146.84 | 180.82 | 178.56 | 163.15 | 139.29
7 175.79 | 169.15 | 156.59 | 131.60 | 182.64 | 178.05 | 164.85 | 136.42 | 178.05 | 175.79 | 160.66 | 127.06
8 171.19 | 162.42 | 151.21 | 124.25 | 180.19 | 174.17 | 159.56 | 122.12 | 174.17 | 171.19 | 156.73 | 112.29
9 168.43 | 160.12 | 146.41 | 118.00 | 174.86 | 170.55 | 152.15 | 115.13 | 170.55 | 168.43 | 150.21 | 109.67
10 159.02 | 154.19 | 142.78 | 107.84 | 171.71 | 166.54 | 149.50 | 113.53 | 169.11 | 166.54 | 147.22 | 105.20
11 152.77 | 150.66 | 138.85 | 103.90 | 168.57 | 161.59 | 144.57 | 108.20 | 168.57 | 163.88 | 144.57 | 103.90
12 147.10 | 145.44 | 131.71 | 97.95 165.27 | 157.67 | 140.62 | 98.73 | 163.33 | 159.53 | 136.04 | 100.34
13 140.52 | 138.68 | 128.45 | 90.75 161.19 | 152.43 | 135.11 | 91.51 | 161.19 | 154.56 | 131.70 | 92.29
14 135.48 | 132.08 | 122.68 | 78.14 | 154.53 | 146.50 | 130.44 | 81.23 | 156.63 | 150.45 | 125.68 | 87.50
15 129.96 | 127.86 | 116.90 | 70.41 149.26 | 142.15 | 124.77 | 71.49 | 151.70 | 144.48 | 120.77 | 81.53
16 125.21 | 121.12 | 109.17 | 62.94 | 145.41 | 135.77 | 119.54 | 65.81 | 149.49 | 141.46 | 114.94 | 71.43
17 120.13 | 116.51 | 100.41 | 52.28 | 142.35 | 130.25 | 111.00 | 54.52 | 145.11 | 139.64 | 107.74 | 56.68
18 114.39 | 100.55 | 92.92 | 41.41 136.71 | 125.89 | 95.59 43.01 | 141.36 | 135.57 | 104.34 | 46.01
19 110.56 | 99.22 86.81 36.63 131.60 | 120.43 | 91.90 37.75 | 138.40 | 129.00 | 102.79 | 39.96
20 104.09 | 97.06 81.11 30.45 123.68 | 115.37 | 84.13 32.98 | 131.58 | 125.23 | 98.73 37.69
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In multe cazuri practice leg&tura dintre doi sau mai multi parametrii care
descriu un anumit proces este suficient de strénsda astfel incat variatia unui
parametru poate fi controlatd si exprimata pe baza variatiei celorlalti parametrii
[43]. Legaturile functionale de acest fel se numesc legaturi stohastice sau
probabilistice. Studiul legaturilor de acest fel a condus la dezvoltarea teoriei
corelatiei multiple [43].

In vederea elaborarii modelelor matematice statistice de predictie s-a
realizat evaluarea efectului influentei a doi parametrii prin realizarea unei analize de
corelatie multipla intre poluarea cu antibiotic (concentratia de tetraciclind) ca
variabila dependentd, respectiv temperatura si timpul, ultimele doua fiind variabile
independente. Rezultatele experimentale pentru cele trei tipuri de miere, pastrate la
patru temperaturi diferite in timp, indica per ansamblu o scadere a continutului de
tetraciclina. Determindrile experimentale pot fi folosite la evaluarea efectului
comparativ al parametrilor masurati prin realizarea unei analize de corelare multipla
dintre continutul de tetraciclind, ca variabila dependenta, functie de ceilalti
parametrii: temperatura, respectiv timpul de pastrare, ca variabile independente.

Pentru descrierea cat mai exacta a dependentei concentratiei de tetraciclina,
de temperatura si timp, s-a propus o relatie polinomiald. Ecuatia corelatiei multiple
liniara de ordinul unu are expresia:

y=ag +ai-Xi+ax' X (29)

Coeficientii ag, a;, a, sunt coeficientii functiei de regresie. Acestia s-au
determinat cu ajutorul programului limbajului de programare Matlab.

In ecuatia (29), a; reprezinta coeficientii ecuatiei, iar variabilelor xy, X, si y
le corespund urmatorii parametrii:

y — concentratia de tetraciclina [pg/kg];
x; - temperatura [°C] ;
X, — timp, [saptamani].

Cu ajutorul limbajului de programare MATLAB s-au prelucrat si analizat
datele experimentale, obtindndu-se o serie de modele statistice care redau
concentratia de tetraciclind in functie de timp si de temperatura.

Datele experimentale impreuna cu suprafetele generate de modelele
matematice statistice sunt prezentate in figurile 86, 87 si 88 :
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Figura 86 - Variatia concentratiei de tetraciclina in cazul mierii poliflore in functie de

v

temperatura si timp

[qdd] ‘7 anesnuasuog

v A

Figura 87 - Variatia concentratiei de tetraciclind in cazul mierii de tei in functie de
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temperatura si timp
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Concentratie TC, [pph]

Figura 88 - Variatia concentratiei de tetraciclina in cazul mierii de salcam in functie

de temperaturad si timp

Ecuatiile modelelor matematice statistice obtinute cu metoda regresiei
multiple liniare sunt prezentate in tabelul 42. Ele sunt valabile pe domeniul de valori

studiat.

Tabelul 42 - Ecuatiile modelelor statistice obtinute in cazul probelor analizate

Tip de miere | Ecuatiile modelelor matematice statistice
Poliflora y=226,6923-0,7270%x,-6,2593*x,
Tei y=232,1330-0,9124*x; - 5,5190*x,
Salcam y=223,6585-0,9429%*x, - 4,7181*x,

Dupa calculul coeficientilor modelului, este necesar sa se efectueze o
comparatie intre prezicerile modelului si datele furnizate de procesul real. Deviatia
standard, coeficientul de corelatie R, coeficientul de precizie R?> sunt folositi ca si
indicatori ai adecvantei modelului (tabel 43).
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Tabel 43 - Indicatorii de adecvanta ai modelelor statistice determinate

Indicatorul
Deviatia | de precizie | Coeficientul
Tip de miere | standard, al de
c modelului, | corelatie, R
RZ

Poliflora 9,1275 0,9514 0,9754

Tei 11,3675 0,9215 0,9599

Salcdm 11,7147 0,9028 0,9501

Indicatorii de adecvanta calculati pentru modelele matematice arata
corelarea intre datele obtinute experimental si cele obtinute pe baza ecuatiilor

matematice ce descriu dependentele dintre parametrii.
Pentru validarea modelelor matematice obtinute se efectueaza operatia de
testare a acestora, operatie ce consta in compararea valorilor calculate cu ajutorul
modelului propriu-zis cu valorile reale masurate.
Pe baza valorilor experimentale obtinute se calculeaza valoarea teoretica y
42). Aceste date se compara cu cele obtinute

conform modelului

experimental.

(tabelul

In tabelul 44 se prezintd comparativ valorile concentratiilor determinate
experimental cu cele calculate din modele, precum si erorile relative.
Tabelul 44 - Valorile concentratiei masurate, concentratiei calculate si a
erorilor relative obtinute la verificarea dependentei concentratiilor de tetraciclina in
functie de temperatura si timp a celor trei tipuri de miere studiate.

Nr. | Tipul de Concentratia | Concentratia | Eroarea
Crt. miere | Sdptamana | Temperatura de de relativa
tetraciclina tetraciclina [%]
masurata calculata
[ppb] [ppb]
1 Poliflora 10 30°C 142,78 149,57 -4,75
2 Tei 10 30°C 149,50 148,19 0,87
3 Salcam 10 30°C 147,22 142,28 3,35

Din tabelul 43 se observa ca, valorile coeficientului de corelatie R sunt bune.
Analizdnd indicatorii preciziei modelului se poate concluziona ca modelele
matematice elaborate reflectd cu o acuratete satisfacatoare fenomenul studiat.

Analiza corelativa arata ca intre continutul de tetraciclind, temperaturg,
respectiv timpul de pastrare a mierii de albine exista corelari apreciabile.

!Erorile relative au valori cuprinse intre - 4,75% si +3,35%.

In continuare s-au determinat modele matematice statistice de predictie prin
realizarea unei analize de corelatie multipld intre concentratia de streptomicing,
respectiv timp si temperatura.

Rezultate si discutii A

Probele de miere au fost analizate saptamanal timp de cinci luni de zile. In
tabelul 45 sunt prezentate rezultatele obtinute in urma analizarii probelor de miere
in vederea determinarii streptomicinei:
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Tabelul 45 - Concentratia de streptomicina in functie de temperatura si in functie de cele trei sorturi de miere

Poliflora Tei Salcam
(zggtp) 4°C 22°C | 30°C | 40°C 4°C | 22°C | 30°C | 40°C 4°C 22°C | 30°C | 40°C
Concentratia de STR, [ug/kg] Concentratia de STR, [ug/kg] Concentratia de STR, [ug/kg]
0 200.0 200.0 200.0 200 200.0 200.0 200.0 200 200.0 200.0 200.0 200
1 199.0 197.9 195.8 194.9 199.0 196.8 194.7 194.1 197.9 196.8 195.8 193.8
2 198.8 196.6 195.6 194.3 197.7 195.6 193.5 192.4 197.7 196.6 194.5 191.5
3 198.2 196.1 195.1 193.9 197.2 195.1 193.1 192.0 197.2 196.1 194.1 193.4
4 197.9 195.8 194.8 193.5 196.8 194.8 192.9 191.3 195.8 194.8 193.8 192.5
5 197.1 194.2 193.2 192.7 195.2 193.2 191.3 190.4 194.2 192.2 191.3 190.6
6 194.9 192.9 191.9 192.3 193.9 190.9 189.0 188.5 192.9 190.0 188.0 186.9
7 192.5 191.5 190.4 190.1 191.5 188.3 187.3 186.9 190.4 189.4 185.3 183.8
8 191.4 190.3 189.3 188.7 190.3 187.2 186.1 184.8 188.2 186.1 184.1 182.7
9 190.4 188.0 186.9 185.4 189.2 185.7 183.4 182.2 186.9 184.5 181.2 180.7
10 188.4 186.3 184.2 183.4 188.4 183.2 180.1 179.3 182.1 181.1 180.1 178.8
11 186.0 184.8 180.6 179.7 184.8 182.7 179.5 177.9 180.6 178.5 177.5 173.9
12 184.0 181.4 177.6 177.3 182.7 180.1 175.2 174.7 176.4 175.2 172.9 170.6
13 183.0 178.1 175.8 174.5 179.3 175.8 171.3 170.4 174.7 171.3 169.2 167.8
14 181.1 173.3 172.5 170.1 175.9 174.2 169.3 167.9 173.3 167.7 164.7 164.1
15 179.0 169.9 167.0 165.3 174.3 173.6 164.2 162.8 172.1 163.5 162.9 161.8
16 174.9 164.4 163.1 162.9 172.2 170.8 162.5 160.3 168.9 160.7 159.5 159.3
17 170.0 162.4 159.5 159.0 168.4 164.6 160.9 159.8 163.1 158.1 154.1 153.7
18 168.7 160.8 156.7 155.5 164.3 163.6 156.1 155.7 158.7 156.1 152.2 150.1
19 161.9 159.4 155.3 154.8 160.2 158.6 153.0 151.9 156.9 155.3 150.7 148.3
20 159.4 154.1 151.2 150.3 154.1 151.9 150.5 148.9 152.6 150.5 149.1 146.2
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in vederea elabordrii modelelor matematice statistice de predictie s-a
realizat evaluarea efectului influentei a doi parametrii prin realizarea unei analize de
corelatie multipla intre poluarea cu antibiotic (concentratia de streptomicind) ca
variabild dependentd, respectiv temperatura si timpul, ultimele doua fiind variabile
independente. Rezultatele experimentale pentru cele trei tipuri de miere, pastrate la
cinci temperaturi diferite in timp, indica per ansamblu o scddere a continutului de
streptomicina. Concentratia de streptomicina in esantioanele de miere scade cu
cresterea temperaturii de depozitare. In cazul esantioanelor de miere pastrate la
70°C se observd c§, intreaga cantitate de streptomicind a fost degradatd.
Determinarile experimentale pot fi folosite la evaluarea efectului comparativ al
parametrilor masurati prin realizarea unei analize de corelare multipla dintre
continutul de streptomicina, ca variabila dependentd, functie de ceilalti parametrii:
temperatura, respectiv timpul de pastrare, ca variabile independente.

Pentru descrierea cat mai exactd a dependentei concentratiei de
streptomicind, de temperatura si timp, s-a propus o relatie polinomiala. Ecuatia
corelatiei multiple liniara de ordinul doi are expresia:

Y(T,t):a0+a1-T+a2-t+a3-T-t+a4-T2+a5-t2 (29)

Coeficientii ag, a1, a,, as, a4, as sunt coeficientii functiei de regresie. Acestia
s-au determinat cu ajutorul programului limbajului de programare Matlab 7.9 .Y este
continutul de streptomicina (ug/kg), T - temperatura (°C), t - timpul de pastrare
(saptamani). Prin prelucrarea datelor experimentale, s-au obtinut o serie de modele
statistice care indica influenta cumulata a temperaturii si timpului de pastrare
asupra continutului in streptomicina [138].

Datele experimentale Tmpreuna cu suprafetele generate de modelele
matematice statistice sunt prezentate in figurile 89, 90 si 91:
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Figura 89 - Variatia concentratiei de streptomicina in cazul mierii poliflore in functie
de temperatura si timp
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Figura 90 - Variatia concentratiei de streptomicina in cazul mierii de tei in
functie de temperatura si timp
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Figura 91 - Variatia concentratiei de streptomicind in cazul mierii de salcdm in
functie de temperatura si timp
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Ecuatiile modelelor matematice statistice de ordinul doi obtinute in urma
regresiei multiple liniare sunt prezentate in tabelul 46. Ele sunt valabile pe domeniul
de valori studiat.

Din cauza faptului ca streptomicina este in intregime degradata odatd cu
atingerea temperaturii de 70°C, dezvoltarea unor modele de regresie pentru
temperaturi mai mari de 70°C nu a fost consideratd necesar3.

Tabelul 46 - Ecuatiile modelelor statistice obtinute in cazul probelor studiate

Tip de Ecuatiile modelelor matematice statistice
miere
Poliflora Y =200.1822-0.1331-T-0.0751-t—-0.0148 - T -t +

+0.0021-T2 —0.0933 - t2
Tei Y =200.2249 —0.0548 - T —0.5487 - t—0.0093 - T - t —

~0.0012-T2 =0.0762 - t
Salcam Y =201.1308—0.0576 - T —1.0948 - t—0.0094 - T -t —

—0.00005 -T2 —0.0625 - t2

Unde:
e Y = concentratia de streptomicina, pg/kg

e T = temperatura, °C
e t = timp, saptamani

Dupa calcularea coeficientilor modelului, este necesar sa se efectueze o
comparatie intre prezicerile modelului si datele furnizate de procesul real. Drept
indicatori ai adecvantei modelului s-au folosit deviatia standard, coeficientul de
corelatie R, coeficientul de precizie R? (tabelul 47):

Tabel 47 - Indicatorii de adecvanta ai modelelor statistice determinate

Indicatorul
Deviatia | de precizie | Coeficientul
Tip de miere | standard, al de
c modelului, | corelatie, R
R2

Polifiora 1,3540 0,9915 0,9957

Tei 1,4604 0,9899 0,9949

Salcam 1,3940 0,9925 0,9962

Analiza corelativa arata ca intre continutul de streptomicina, temperaturg,
respectiv timpul de pastrare a mierii de albine exista corelari apreciabile.
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Ecuatiile modelelor matematice statistice obtinute pot fi utilizate ca si
modele de predictie.

Parametrii de corelare argumenteaza o capacitate de predictie bunda a
modelelor matematice statistice. Studiul modelelor obtinute a demonstrat ca
evolutia concentratiei de streptomicind in ceea ce priveste timpul de pastrare si
temperatura este similara pentru toate cele trei tipuri de miere studiate.

Pentru validarea modelelor matematice obtinute se efectueaza operatia de
testare a acestora, operatie ce consta in compararea valorilor calculate cu ajutorul
modelului propriu-zis cu valorile reale masurate.

Pe baza valorilor experimentale obtinute se calculeaza valoarea teoretica Y
conform modelului (tabelul 46). Aceste date se compard cu cele obtinute
experimental.

Pentru a realiza aceste comparatii s-a utilizat urmatorul set de date,
prezentat in tabelul 48. De asemenea, in acest tabel se regasesc valorile erorilor
relative obtinute la verificarea dependentei concentratiilor de streptomicina in
functie de temperatura si timp a celor trei tipuri de miere studiate.

Tabelul 48 - Valorile concentratiei masurate, a concentratiei calculate si a
erorilor relative obtinute la verificarea dependentei concentratiilor de streptomicina
in functie de temperatura si timp a celor trei tipuri de miere studiate.

Concentratia Concentratia Eroarea

Nr. | Tipul de | Saptamana | Temperatura de de relativa
Crt. miere streptomicind | streptomicina [%]

masurata calculata
[ppb] [ppb]

1 Poliflora 10 30°C 184,2 184,23 -0,01
2 Tei 10 30°C 180,1 181,60 -0,83
3 Salcdm 10 30°C 180,1 179,33 0,42

Analizand indicatorii preciziei modelului

Din tabelul 47 se observa ca, valorile coeficientului de corelatie R sunt bune.
se poate concluziona ca modelele
matematice elaborate reflectd cu o acuratete satisfacatoare fenomenul studiat.

Erorile relative au valori cuprinse intre - 0,01% si + 0,42%.

in tabelul 49 sunt prezentate modelele matematice ce caracterizeazd
dependenta concentratiei de tetraciclina, respectiv streptomicind, de temperatura si
timp, in functie de tipul de miere:

Tabelul 49 - Ecuatiile modelelor matematice statistice

Tipul de Tetraciclina (TC) Streptomicina (STR)
miere
Poliflora | Conc_TC=226,6923- Conc_STR =200,1822 -0,1331-T-0,0751-t-0,0148 - T-t +

0,7270*T-6,2593*t

+0,0021-T*-0,0933 - t*

Tei Conc_TC=232,1330- Conc_STR =200,2249 —-0,0548 - T - 0,5487 -t —0,0093 - T -t -
0,9124*T - 5,5190*t —0,0012'T2—0,0762't2
Salcam | Conc_TC=223,6585- Conc_STR =201,1308 —0,0576 - T —-1,0948 -t —0,0094 - T -t —

0,9429*T - 4,7181*t

~0,00005 - T> - 0,0625 -
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Concluzii

Predictiile modelelor pot constitui un criteriu Tn controlul aprecierii calitatii
mierii de albine.

Pentru descrierea cat mai exactd a dependentei concentratiei de tetracicling,
de temperatura si timp, s-a propus o relatie polinomiald, ecuatia corelatiei multiple
liniard de ordinul unu fiind de forma: y=ag +a;-X;+a- Xo.

Analiza corelativa arata ca intre continutul de tetraciclind, temperatur3,
respectiv timpul de pastrare a mierii de albine exista corelari apreciabile. Erorile
relative au valori cuprinse intre — 4,75% si +3,35%.

Prin prelucrarea datelor experimentale, s-au obtinut o serie de modele
statistice care indica influenta cumulatd a temperaturii si timpului de pastrare
asupra continutului in streptomicina.

In cazul streptomicinei, erorile relative au valori cuprinse intre - 0,01% si

+ 0,42%.

Datorita faptului ca streptomicina este in intregime degradata odata cu
atingerea temperaturii de 70°C, dezvoltarea unor modele de regresie pentru
temperaturi mai mari de 70°C nu a fost consideratd necesar3.

Pentru a descrie cat mai exact dependenta concentratiei de streptomicina,
de temperatura si timp, s-a propus o relatie polinomiald, ecuatia corelatiei multiple
liniara fiind de ordinul doi.

Analizand tabelul cu indicatorii de adecvantda ai modelelor statistice
determinate se observa cd, valorile coeficientului de corelatie R sunt bune.

In vederea validarii modelelor matematice s-a efectuat operatia de testare,
aceasta operatie realizdndu-se prin compararea valorilor calculate cu ajutorul
modelului propriu-zis cu valorile reale masurate. In urma acestei operatii se poate
concluziona faptul cd modelele matematice elaborate reflecta cu acuratete
satisfacatoare fenomenul studiat.
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CONCLUZII GENERALE SI CONTRIBUTII
PERSONALE

Concluzii generale

in cadrul lucrdrii au fost efectuate studii ce au avut ca scop prezentarea
actuala a nivelului de cunoastere din literatura de specialitate, a analizelor de
laborator, cat si aducerea unor contributii personale in vederea imbunatatirii calitatii
mierii de albine prin utilizarea tehnicilor moderne de modelare matematica.

In ceea ce priveste industria alimentara, legislatia internationala si cea din
Romania incearca implementarea unui sistem bazat pe siguranta alimentelor de la
productie, transport, pana la produsul finit ce urmeaza a fi comercializat [139].

Prin crearea pietei unice europene din care face parte si Romania, precum si
prin tendintele de globalizare a economiei mondiale, este stimulatd obtinerea unor
produse de calitate. De asemenea, pentru a garanta siguranta sanatatii
consumatorilor, este necesara existenta laboratoarele de analize chimice care sa
ofere servicii de calitate superioara, in concordanta cu legislatia in vigoare. Astfel,
organele in drept trebuie sa efectueze teste de calitate.

in studiul efectuat s-a ficut apel la mai multe domenii cum ar fi: chimie -
fizica, chimie analitica, chimie organica, matematica, statistica, informatica (Matlab,
Excel) si inginerie chimica.

Cercetdrile teoretice efectuate in cadrul acestei lucrari, rezultatele
experimentale obtinute si prelucrarea acestora au urmarit obiectivele propuse care
au fost atinse si rezolvate dupa cum urmeaza:

1. Realizarea unei documentari bibliografice cu privire la tehnologia
de obtinere a mierii
Realizarea acestui prim obiectiv s-a realizat prin studierea unui numar mare
de referinte bibliografice de actualitate apdrute in tara si in strainatate.
In lucrare au fost prezentate aspecte privind importanta mierii si a produselor
apicole, proprietatile acestora, tehnologia de obtinere si metode de control a calitatii
mierii de albine.

2. Sinteza principalelor legi si reglementari nationale si
internationale privind domeniul apiculturii

Pentru obtinerea unor produse sigure, de calitate superioard, legislatia
europeana impune norme tot mai stricte producatorilor. In ceea ce priveste calitatea
mierii de albine, Romania trebuie sa respecte legile in vigoare, care sunt in
concordanta cu legislatia Uniunii Europeane. Pentru atingerea si indeplinirea acestui
obiectiv a fost studiat un numar mare de standarde nationale si internationale,
realizandu-se o sinteza a principalelor legi si reglementari nationale si internationale
privind domeniul apiculturii.
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3. Documentare bibliografica asupra tehnicilor de modelare
matematica si optimizare

Acest aspect s-a concretizat prin prezentarea notiunilor generale legate de
modelarea matematicd, simularea numerica si a interdependentelor existente intre
acestea. In lucrare sunt definite notiunile de sistem, model si modelare, tratate prin
prisma teoriei sistemelor. De asemenea, sunt prezentate elemente caracteristice ale
modelelor statistice, precum si teoria generala a modelarii.

In descrierea comportarii sistemelor reale a fost evidentiat rolul simularii,
aceasta fiind inteleasa ca o limitare a comportarii sistemului real reprezentat prin
modelul sau.

4. Realizarea unei baze de date experimentale in urma monitorizarii
efectuate timp de sase ani asupra diferitelor tipuri de miere, din
diferite regiuni ale tarii

Obiectivul realizarii unei baze de date experimentale a fost atins prin
analizarea diferitelor tipuri de miere, din diferite regiuni, intre anii 2003-2008.
Pentru aceasta au fost monitorizate probe de miere de albine prin determinarea
continutului de tetraciclind si de streptomicind (Directiile de cercetare A - F).

S-au facut determinari de antibiotice pentru urmatoarele judete: Timis,
Bihor, Hunedoara, Satu Mare, Cluj Napoca, Alba Iulia, Sibiu, Arad, Séalaj, Caras -
Severin, Arges, Valcea, Mehedinti, Olt, Giurgiu, Dolj, Prahova, Gorj (Directia de
cercetare A).

Probele de miere de albine au fost prelevate in conditii standard adecvate,
atat din punct de vedere fizico-chimic cat si microbiologic. Cantitatea probelor a fost
de aproximativ 400 grame/proba si au fost recoltate in conditii normale de
temperatura si umiditate.

De asemenea, din judetul Timis, pe o perioada de 6 ani, au fost recoltate in
vederea analizarii un numar de 233 de probe pentru determinarea tetraciclinei si un
numar de 186 de probe pentru detectia continutului de streptomicind (Directia de
cercetare B).

5. Determinarea modelelor matematice ce caracterizeaza influenta
concentratiilor de tetraciclina si streptomicina asupra calitatii
diferitelor sorturi de miere in conditii diferite de temperatura.

Acest obiectiv a fost indeplinit prin prelucrarea datelor experimentale si prin
obtinerea modelelor matematice corespunzatoare. Astfel, modelele matematice ce
caracterizeaza variatia in timp a concentratiilor de tetraciclind si streptomicina s-au
determinat din dependentele considerate de forma y = f(x).

Stabilirea modelelor matematice pe baza datelor experimentale a fost
efectuata prin regresii si a asigurat stabilirea unor expresii matematice care
modeleazad dependentele intre diferitele marimi caracteristice. Relatiile matematice
obtinute prin modelare contin coeficienti variabili specifici. Cu cat coeficientul de
corelatie este mai mare (mai apropiat de 1,0) precizia modelarii creste. Se observa
ca, indicatorii preciziei modelului au valori foarte bune, iar erorile relative au valori
relativ scazute (Directia de cercetare F).
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6. Verificarea si testarea modelelor matematice obtinute, prin

calculul indicatorilor de adecvanta.

Obiectivul a fost atins prin efectuarea operatiilor de testare, respectiv
validare. Aceste operatii constau in compararea valorilor calculate cu ajutorul
modelului propriu-zis cu valorile reale masurate.

Din numarul total de determinari experimentale, pentru testarea modelului
s-a ales cate un set de date pentru fiecare sort de miere de albine luat in studiu. Pe
baza datelor experimentale obtinute se calculeaza valoarea erorii relative. Se
observa ca pentru fiecare set de date, acestea au valori relativ scazute.

Drept indicatori ai adecvantei modelului se folosesc coeficientul de corelatie
(R), deviatia standard (o) si indicatorul de precizie al modelului (R?).

In vederea validarii modelelor matematice s-a efectuat operatia de testare,
aceasta operatie realizandu-se prin compararea valorilor calculate cu ajutorul
modelului propriu-zis cu valorile reale masurate. In urma acestei operatii se poate
concluziona faptul cd modelele matematice elaborate reflecta cu acuratete
satisfacatoare fenomenul studiat (Directia de cercetare F).

7. Elaborarea unor tehnici strategice de imbunatatire a indicatorilor
de calitate a mierii pe baza concluziilor elaborate in urma
studiilor efectuate.

Pentru a rezolva acest obiectiv a partii experimentale s-a apelat la baza
materiala a Labotatorului Sanitar Veterinar si pentru Siguranta Alimentelor Timis din
cadrul Directiei Sanitare Veterinare si pentru Siguranta Alimentelor Timis.

Cercetarile efectuate in perioada 2003-2008 privind evaluarea nivelului
contaminarii cu tetraciclina si streptomicina a mierii de albine in zona de vest a
Romaniei au evidentiat:

v" dinamica probelor contaminate cu tetraciclina

v dinamica probelor contaminate streptomicina

v distributia numarului de probe de miere analizate pentru determinarea
tetraciclinei

v distributia numarului de probe de miere analizate pentru determinarea
streptomicinei

v'dinamica descendenta a procentului de probe contaminate cu tetraciclina

v distributia probelor prezumtiv pozitive pentru tetraciclina in functie de tipul
de miere

v distributia probelor prezumtiv pozitive pentru streptomicina in functie de
tipul de miere

v distributia probelor pozitive (%) in functie de tipul de antibiotic

De asemenea, se observa ca, frecventa probelor poluate cu tetracicling,
respectiv streptomicind difera de la un an la altul. Astfel in anul 2003 s-a inregistrat
cel mai mare numar de probe poluate cu tetraciclind (51,66%), pe cand cele mai
multe probe pozitive pentru streptomicind au fost in anul 2004 in procent de
14,17% (Directia de cercetare A).

In urma analizarii probelor de miere de tei, de salcam si poliflora recoltate
din judetul Timis, in studiul monitorizarii continutului de reziduuri de antibiotice s-a
evidentiat distributia probelor detectate ca fiind pozitive pentru tetraciclind si
streptomicind in functie de timp si frecventa contamindrii cu tetraciclind si
streptomicind a celor trei tipuri de miere intre anii 2003-2008 (Directiile de
cercetare B).

In cazul determinarii gradului de contaminare al probelor de miere cu
tetraciclina si a caracterizarii din punct de vedere cinetic a degradarii tetraciclinei in
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diferite de tipuri de miere in timpul depozitarii s-au luat in studiu trei tipuri de miere
(tei, poliflord, salcam) recoltate in anul 2009 de la patru apicultori din zona de vest
a Romaniei. In urma studiilor efectuate se observa ca, facdnd o medie a
concentratiilor obtinute pe fiecare tip de miere, cea mai poluata dintre ele este cea
de tei. Pe baza rezultatelor experimentale s-a constatat ca pentru a descrie
degradarea reziduurilor de tetraciclina in cele trei tipuri de miere analizate, s-a
adoptat un model cinetic de ordinul intai. Analizand pH-ul probelor initiale si valorile
timpului de Tnjumatatire a tetraciclinei in probele de miere luate in studiu, se
observa ca, timpul de finjumatdtire creste cu cresterea pH-ului (Directia de
cercetare C).

In scopul caracterizarii din punct de vedere teoretic a proceselor care au loc
in cadrul fenomenelor de degradare a streptomicinei in mierea de tei a fost adoptata
utilizarea unui model cinetic de ordinul intai. Timpul de injumatatire pentru procesul
de degradare a streptomicinei este independent de concentratia initiala (Directia
de cercetare D).

In urma studiului comparativ al metodelor rapide de detectare (ELISA),
respectiv de confirmare (HPLC) a concentratiei reziduurilor de streptomicina din
mierea de albine, s-a observat cd, exista diferente mici in ceea ce priveste
identificarea cantitatii de antibiotic prin cele doua metode. Prin compararea
dispersiilor celor doua serii de analize obtinute (prin ELISA, respectiv HPLC), testul F
a lui Fischer-Snedecor admite cd ambele metode sunt la fel de reproductibile
(Directia de cercetare E).

Acest obiectiv a fost realizat si prin elaborarea unor concluzii cu privire la
utilizarea modelelor matematice obtinute in urma studiilor privind stabilitatea
concentratiei reziduurilor de tetaciclind si streptomicind in trei sorturi de miere in
conditii diferite de temperatura. Modelele matematice pot fi considerate modele de
predictie, care pot fi folosite la stabilirea strategiilor de imbunatatire a indicatorilor
de calitate a mierii de albine (Directia de cercetare F).

Pentru a se reduce la minimum riscul contaminarii mierii de albine cu
antibiotice este necesara monitorizarea permanentd a acestora. In acest sens, s-a
stabilit Planul anual de Supraveghere Sanitara Veterinara a acestor reziduuri.

8. Generarea si trasarea a doua harti ale Romaniei cu specific apicol

pe baza studiilor efectuate in lucrare

Timp de sase ani au fost realizate analize pentru detectarea reziduurilor de
antibiotice din probe de miere de albine, recoltate din partea de vest a tarii. In urma
studiilor se observa ca, frecventa probelor poluate cu tetraciclind, respectiv
streptomicina difera de la un judet la altul.

Pe baza determindrilor experimentale s-au trasat doud harti ce ilustreaza
teritoriul Romaniei si care redau distributia probelor contaminate cu tetraciclina si
streptomicind a mierii de albine, din judetele din care au fost recoltate probe,
respectiv partea de vest a Romaniei.

Pentru buna orientare a consumatorilor spre mieri de calitate superioara,
lipsite de substante antimicrobiene realizarea unor astfel de harti prezintd o
importanta deosebita.

De asemenea, aceste harti au un rol important pentru organele de control in
domeniu in vederea monitorizarii eficiente a continutului de antibiotic ce poate fi
prezent in mierea de albine (Directia de cercetare A).
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Contributii personale
In prezenta lucrare principalele contributii personale aduse sunt urmatoarele:

¢ Realizarea unei documentari bibliografice privind caracteristicile
mierii, tehnologia de obtinere si metodele de analiza cu privire la
calitatea acesteia.

e Prezentarea intr-un mod sistemic al conceptelor de modelare
matematica si simulare numerica, privite ca modalitati moderne de
realizare a cunoasterii.

e Evaluarea preciziei metodelor de analiza prin validarea diferitilor
parametrii (repetabilitate, reproductibilitate, etc).

e Verificarea exactitatii rezultatelor cercetarilor prin utilizarea
diagramelor de control.

e Studiul stabilitatii tetraciclinei in mierea de albine in functie de timp
si in functie de tipul de miere.

e Studiul stabilitatii streptomicinei in mierea de albine in functie de
timp, de temperatura si de tipul de miere.

e Elaborarea unor modele cinetice de ordinul intdi, ce caracterizeaza
din punct de vedere teoretic procesele fizico-chimice care au loc in
cadrul fenomenelor de degradare a tetraciclinei si streptomicinei in
diferite sorturi de miere

e Elaborarea si validarea unor modele matematice care descriu
dependentele existente intre diferiti parametrii ce influenteaza
indicatorii de calitate ai mierii de albine.

e Elaborarea unor modele matematice statistice de predictie cu
ajutorul carora sa se poata prognoza modalitatile concrete de
interventie tehnice, tehnologice sau chimice, pentru imbunatatirea
valorilor indicatorilor de calitate ai sorturilor mierii de albine

e Generarea si trasarea a doua harti ale Romaniei cu specific apicol pe
baza studiilor efectuate in lucrare

Cercetarile si studiile efectuate se refera la metodele si mijloacele de testare
a calitatii mierii de albine, care joaca un rol important atét in ceea ce priveste
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valorificarea acesteia ca si produs propriu-zis, dar si ca materie prima in industria
alimentara si farmaceutica. Imbunatatirea calitatii mierii, presupune cunoasterea
factorilor care o pot polua si metodele de testare pentru identificarea lor in vederea
eliminarii.

Avand in vedere importanta limitarii concentratiilor de antibiotice in miere,
in cadrul acestei lucrari s-au efectuat o serie de studii teoretice si experimentale
referitoare atat la concentratiile de antibiotic existente in produsele obtinute in
diferite zone ale Roméniei, cat si la posibilitatile si metodologiile tehnice de
reducerea acestora.

De asemenea, s-au elaborat o serie de studii teoretice pe baza unor metode
matematice care reflectd destul de concludent dependentele existente intre
indicatorii de calitate ai mierii si o serie de parametrii fizico-chimici importanti. Pe
baza aspectului acestor modele matematice se poate stabili o predictie asupra
modalitatilor de modificare a parametrilor fizico-chimici externi, astfel Iincat
indicatorii de calitate ai mierii sa fie imbunatatiti semnificativ.

In concordantd cu scopul acestei lucrari s-a propus realizarea unor obiective
concrete in partea experimentald. In vederea atingerii acestor obiective s-au
abordat sase directii de cercetare concrete. In cadrul celor sase directii de cercetare
s-au efectuat studii, determinari experimentale, prelucrarea datelor experimentale,
determinarea unor modele matematice, astfel incat toate obiectivele propuse au fost
indeplinite.
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