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REZUMAT

In conformitate cu titlul, teza de doctorat a avut ca scop evaluarea calitatii produselor
alimentare si eficientei extractiei compusilor bioactivi din plante utilizdnd metode chemometrice.
Teza este structuratd in 2 parti principale, i.e., 1. STUDIU CRITIC AL DATELOR DE
LITERATURA, contine informatii relevante din literaturi referitoare la metodele chemometrice,
evaluarea calitatii mierii de albine si extractia compusilor bioactivi din plantele comestibile, si 2.
CONTRIBUTII ORIGINALE, in care sunt prezentate rezultatele obtinute in cercetarile proprii.
In capitolul 2.1. Caracterizarea si clasificarea mierii de salcAm romainesti pe baza
parametrilor fizico-chimici si a chemometriei sunt prezentate rezultatele analizei fizico-chimice
pentru probele de miere de salcam pura (P), miere falsificata indirect (I), obtinuta prin hranirea
albinelor cu 3 siropuri industriale diferite, si miere falsificata direct (D), preparatd prin amestecarea
mierii P cu aceleasi siropuri. Studiul a avut ca scop masurarea parametrilor fizico-chimici relevanti
ai probelor de miere si discriminarea mierii pure de cea falsificatd pe baza acestor parametri,
utilizand PCA (Principal Component Analysis) si LDA (Linear Discriminant Analysis) ca
instrumente chemometrice. Continuturile de umiditate, cenusa, 5-hidroximetilfurfural (HMF),
zaharuri reducitoare si zaharozi, aciditatea liberd, activitatea diastazei si A6°C = 6*Cy — 6°Cp
au fost parametrii fizico-chimici luati in considerare in analiza multivariata.

Capitolul 2.2. Efectul solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii
antioxidante a extractelor de flori comestibile este structurat in 2 subcapitole, unul referitor la
extractele obtinute din partile aeriene ale plantelor de cicoare (C. intybus), busuioc (O. basilicum)
si salvie (S. officinalis), celalalt la extractele obtinute din florile de albastrele (C. cyanus), galbenele
(C. officinalis), hibiscus (H. sabdariffa) si musetel (M. chamomilla). Extractele au fost obtinute
prin macerare cu agitare, utilizdnd ca solventi de extractie etanol, metanol si doua amestecuri de
etanol si metanol (continand 40% si 60% etanol). Continutul total de polifenoli (7PC), continutul
total de flavonoide (7FC) si procentul de inhibare (PI) al extractelor au fost variabilele selectate
ca raspunsuri ale procesului de extractie. Datele experimentale au fost prelucrate utilizdnd PCA si
ANOVA cu un singur factor.

In capitolul 3 sunt prezentate concluziile generale ale tezei si citeva perspective de
cercetare.
SCOPUL SI STRUCTURA TEZEI

In conformitate cu titlul, teza de doctorat a avut ca scop evaluarea calitatii produselor
alimentare si eficientei extractiel compusilor bioactivi din plante utilizand metode chemometrice.

Teza este structurata in 2 parti principale, i.e., 1. STUDIU CRITIC AL DATELOR DE
LITERATURA si 2. CONTRIBUTII ORIGINALE, la care se adaugi concluziile generale si
perspectivele de cercetare, lista de lucrari si bibliografia.

Prima parte a tezei contine informatii relevante din literatura de specialitate referitoare la
metodele chemometrice, i.e., PCA (Principal Component Analysis), CA (Cluster Analysis), LDA
(Linear Discriminant Analysis), PLS (Partial Least Squares) si MLR (Multiple Linear Regression),
evaluarea calitatii mierii de albine si extractia compusilor bioactivi din plantele comestibile.



Partea de CONTRIBUTII ORIGINALE, in care sunt prezentate rezultatele obtinute in
cercetarile proprii, este structuratd in 2 capitole, unul referitor la caracterizarea si clasificarea mierii
de albine pe baza parametrilor fizico-chimici si a chemometriei, celdlalt referitor la efectul
solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii antioxidante a extractelor de plante
comestibile.

In capitolul 2.1. Caracterizarea si clasificarea mierii de salcAm romanesti pe baza
parametrilor fizico-chimici si a chemometriei sunt prezentate rezultatele analizei fizico-chimice
pentru probele de miere de salcam pura (P), miere falsificata indirect (I), obtinutd prin hranirea
albinelor cu 3 siropuri industriale diferite, si miere falsificata direct (D), preparatd prin amestecarea
mierii P cu aceleasi siropuri. Studiul a avut ca scop masurarea parametrilor fizico-chimici relevanti
ai probelor de miere si discriminarea mierii pure de cea falsificatd pe baza acestor parametri,
utilizand PCA si LDA ca instrumente chemometrice. Au fost analizate 23 de probe de miere (P, I
si D) si s-au determinat urmatoarele variabile: continuturile de umiditate, cenusd, 5-
hidroximetilfurfural (HMF), zaharuri reducatoare (RS) si zaharoza, aciditatea libera (FA),
activitatea diastazei (DA) si Ad'3C = 6°Cy — 6°Cp au fost parametrii fizico-chimici luati in
considerare 1n analiza multivariata.

Capitolul 2.2. Efectul solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii
antioxidante a extractelor de flori comestibile este structurat in 2 subcapitole, unul referitor la
extractele obtinute din partile aeriene ale plantelor de cicoare (C. intybus), busuioc (O. basilicum)
si salvie (S. officinalis), celalalt 1a extractele obtinute din florile de albastrele (C. cyanus), galbenele
(C. officinalis), hibiscus (H. sabdariffa) si musetel (M. chamomilla). Extractele au fost obtinute
prin macerare cu agitare, utilizand ca solventi de extractie etanol, metanol si douad amestecuri de
etanol si metanol (continand 40% si 60% etanol). Continutul total de polifenoli (7PC), continutul
total de flavonoide (TFC) si procentul de inhibare (P/) al extractelor au fost variabilele selectate
ca raspunsuri ale procesului de extractie. Datele experimentale au fost prelucrate utilizdnd PCA si
ANOVA cu un singur factor.

In capitolul 3 sunt prezentate concluziile generale ale tezei si citeva perspective de
cercetare referitoare la evaluarea calitatii produselor alimentare si extractia compusilor bioactivi
din plantele comestibile.



2.1. CARACTERIZAREA SI CLASIFICAREA MIERII DE SALCAM
ROMANESTI PE BAZA PARAMETRILOR FIZICO-CHIMICI SI A
CHEMOMETRIEI

2.1.1. Materiale si metode
2.1.1.1. Probele de miere

Cercetarea a fost dezvoltata in colaborare cu un apicultor din judetul Valcea, care a acceptat
s participe la studiu cu 12 stupi (H1-H12), fiecare din ei populat cu 3 colonii de albine (A4pis
mellifera carpatica). Trei tipuri de miere de salcAm au fost preparate si analizate, i.e., miere
autentica sau pura (P), miere falsificata indirect (I) prin hranirea albinelor cu siropuri de zahar si
miere falsificata direct (D) prin amestecarea mierii pure (P) cu aceleasi siropuri. Pentru falsificare
au fost utilizate 3 tipuri de siropuri industriale (S1-S3 1n tabelul 2.1), care sunt utilizate in mod
obignuit pentru hranirea albinelor. Datele privind experimentele efectuate pentru a obtine mierea
purd si falsificata sunt specificate in tabelul 2.2.

Tabelul 2.1. Compozitia siropului industrial.

Sitop Con:gﬁg:?;) iazei Compozitia fazei solide (%)
Fructoza Glucoza Zaharoza Maltoza Altele
S1 73 39 31 30 0 0
S2 75 50 32 0 15 3
S3 82 14 43 43 0 0
Tabelul 2.2. Teste experimentale
Exp. Tip de miere Cod Descriere Stupi Probe de miere
| o p | i dtidr. ;
2 D1 Miere P amestecata cu S1 3(HI-H3) 3
3 f};l)siﬁcaté direct D2 Miere P amestecata cu S2 3
4 D3 Miere P amestecata cu S3 3
5 I1 Albine hranite cu S1 3(4H-H6) 3
6 (FI“;lSiﬁcaté indirect |1 | Albine hranite cu S2 3(H7-H9) 3
7 I3 Albine hranite cu S3 3(H10-H12) 3




Mierea pura (P) a fost produsa in 3 stupi (H1—-H3), fard hranirea albinelor cu siropuri de
zahar, iar mierea falsificatd indirect (I) a fost produsa in 9 stupi (H4—H12), i.e., albinele din stupii
H4—H6 au fost hranite cu siropul S1, albinele din stupii H7—H9 au fost hranite cu siropul S2, iar
albinele din stupii H10—H12 au fost hranite cu siropul S3. Un litru de sirop de zahar a fost utilizat
in fiecare stup (H3—H12) o datd la trei zile, intre 1 aprilie si 5 mai 2017. Mierea a fost colectata
din fiecare stup, conform SR 784-1 (2009) si in urma unui protocol prezentat in literatura de
specialitate (Cordella et al., 2005). Mierea falsificata direct (D) a fost preparata prin amestecarea
mierii pure cu siropurile S1—-S3 (raport de masa 1:1). Conform datelor prezentate in tabelul 2.2,
23 de probe de miere au fost analizate fizico-chimic. Inainte de analiza, toate probele au fost
omogenizate timp de 10 min folosind un mixer.

2.1.1.2.Analiza fizico-chimica

Parametrii fizico-chimici determinati pe baza standardului roméan SR 784-3 (2009) au fost:
continutul de umiditate, continutul de cenusa, aciditatea libera (FA), continutul de zaharuri
reducatoare (RS), continutul de zaharoza, activitatea diastazicd (DA) si continutul de 5-
hidroximetilfurfural (HMF). Acest standard a fost armonizat cu metodele oficiale de analiza ale
AOAC (AOAC, 1990) si a metodelor armonizate ale Comisiei Europene de Miere (Bogdanov &
Lillmann, 1997).

Continutul de umiditate a fost masurat la 20 °C cu un refractometru digital ATAGO RX-
50001 (ATAGO, SUA).

Continutul de cenusa a fost evaluat dupa cum urmeaza: un esantion de miere (5 g) a fost
deshidratat Intr-un vas de platina, pastrat intr-un termostat la 80 °C timp de 4 ore si apoi calcinat
la 550 °C intr-un cuptor de laborator (Nabertherm, Germania).

Aciditatea libera (FA) a fost determinata prin metoda titrimetrica, i.e.: o cantitate de 10 g de
proba de miere a fost dizolvatd in 75 mL de apa fara CO; intr-un pahar de 250 mL. Solutia a fost
agitatd magnetic si titratd la pH 8,3 prin adaugarea solutiei de NaOH 0,05 N. pH-ul a fost masurat
folosind un pH metru Mettler Toledo SevenMulti S40 (Mettler Toledo, Canada).

Continutul de zaharuri reducatoare (RS) a fost evaluat prin reducerea solutiei Fehling
modificata prin titrare la punctul de fierbere fatd de o solutie de zaharuri reducatoare, folosind
albastru de metilen ca indicator. Diferenta dintre concentratiile de zahar invertit Tnainte si dupa
hidroliza a fost inmultita cu 0,95 pentru a obtine continutul aparent de zaharoza.

Activitatea diastazica (DA) a fost evaluatd folosind o solutie tampon de miere si amidon
solubil incubata la 40 °C. Volume de 1 mL din aceasta solutie au fost luate la intervale regulate (5
min), iar absorbanta lor a fost masuratad la 660 nm cu un spectrofotometru de luminescenta Perkin
Elmer LS-50B (Perkin Elmer, Marea Britanie).

Pentru determinarea continutului de HMF, o cantitate de 5 g de probd de miere a fost
amestecata cu 25 mL apd distilata. Dupa limpezirea cu reactivii Carrez (I si 1), solutia a fost diluata
la 100 mL cu apa distilata. Absorbanta acestei solutii limpezite a fost masurata la 284 si 336 nm
cu un spectrofotometru de luminiscentd Perkin Elmer LS-50B (Perkin Elmer, Marea Britanie),
folosind ca referintd aceeasti solutie care a continut 0,2% (m/v) bisulfat de sodiu.

Analiza raportului izotopilor stabili *C/!>C pentru miere si fractia proteici extrasd din miere
a fost realizatd conform metodelor oficiale de analizd 998.12 (AOAC, 2005). Valorile raportului
13C/'2C au fost determinate folosind un analizator elementar (EA) Thermo Scientific FlashEA 1112
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HT cuplat cu un spectrometru de masa cu raport izotopic in flux continuu (CF-IRMS) (Thermo
Fisher Scientific, Waltham, MA, SUA) si exprimate in functie de standardul intern VPDB ca 6'*Cy
si 6°Cp. Extragerea proteinelor a constat din amestecarea a 10—12 g de proba de miere cu 4 mL
de apa distilatd intr-un tub de centrifugd de 50 mL. Dupa adaugarea a 2 mL de acid sulfuric 2/3 N
si 2 mL de solutie de tungstat de sodiu 10%, tubul a fost incélzit la 80 °C pana la precipitarea
proteinei. Supernatantul a fost indepartat dupa centrifugare si clatire cu 50 mL de apa distilata.
Dupa uscare intr-un cuptor (75 ° C) timp de 6 h, proba de proteine (200 pg) a fost plasata intr-o
capsuld de staniu pentru analiza.

Toti reactivii folositi pentru analizele fizico-chimice au fost de calitate analiticd si au fost
achizitionati de la Merck (Darmstadt, Germania).

2.1.1.3.Analiza statistica

Analiza statisticd univariatd (ANOVA cu un singur factor) si analiza statistica multivariata
(PCA si LDA) ale parametrilor fizico-chimici au fost efectuate folosind Statistica 12 (Statsoft, Inc).

2.1.2. Rezultate si discutii
2.1.2.1.Rezultate experimentale

Tabelul 2.3 contine valorile medii, abaterea standard si intervalul de variatie al parametrilor
fizico-chimici caracteristici pentru mierea pura si falsificata (23 probe). Valorile caracteristice ale
continutului de umiditate, continutului de cenusa, continutului de zaharuri reducatoare (RS),
continutului de zaharoza, continutului de 5-hidroximetilfurfural (HMF), aciditatii libere (FA) si a
activitatii diastazice (DA) au fost comparate cu limitele specificate in standardul national SR 784-
3 (2009), iar valorile pentru 6'3Cp, 6'*Cp si A6"*C = 6*Cy— 5"3Cp au fost comparate cu cele
raportate in literatura.



Tabelul 2.3. Media, abaterea standard si intervalul (min—max) pentru parametrii fizico-chimici caracteristici

probelor de miere.

Parametru (u.m) Probe
(limiti) p 1 D 13 DI D2 D3
E;‘::ﬁ‘:;‘:ed(?, " 16,840,36 | 22,24035 | 18,140,17 | 16,1033 | 20,8028 | 19,7+0,30 | 17,1+0,13
163-172 | 21,9-22,6 | 18,0-183 | 15,9-16,5 | 20,6-21,1 | 19,5-20,1 | 17,0-17,2
(max. 20%)
CC:HIE;‘;‘;E, /‘jex lofy | BIE0I3 | 105000 | 208015 440,03 20,02 440,03 8+0,02
’ 80-83 | 10,0-102 | 20,1-20,4 | 4,00-4,05 | 2,01-2,05 | 4,01-4,07 | 7,98-8,02
(max. 0,5%)
Aciditate libera
(FA) (meg/kg) 0758002 | 6.50:0,10 | 4,03£0.12 | 603021 | 5000020 | 5.03£0,06 | 5.03+0.12
(max. 40 0,72-0,77 | 6,4—6,6 3,9-4,1 58-62 | 4852 | 50-51 4,9-5,1
meq/kg)
Continut de
f:gszggare (RS) | 7O5ELA8 | 6658081 | 6531058 | 58,1048 | 66,0£1.05 | 66,5£0,68 | 653:061
s 68,7-72,5 | 65,7-673 | 64.8-66,0 | 57,5-58,5 | 65,0-67,1 | 658-67.2 | 64,8-66,0
(min. 70%)
ZC:h‘:;;l;‘; ((i; ) 3,79+0,04 | 1474022 | 6,81£0,05 | 7,60£0,08 | 6,1740,09 | 6,65:0,08 | 6,33%0,06
3,75-3,85 | 145-150 | 6,76-6,85 | 7.51-7,67 | 6,08-6,25 | 6,59-6,74 | 6,28-6,39
(max. 5%)
Activitate
diastazica (DA)
(it Gothelg) | 139+025 | 5015001 | 5042003 | 5024009 | 6412011 | 6442008 | 6432010
Hatt Gothe/g) | 436 142 | 5,00-5,02 | 5,01-507 | 4,94-5,11 | 630-6,51 | 6,38-6,53 | 6,30-6,50
(min. 6.5 unitati
Gothe/g)
gﬁg‘g;ﬁg) 1214003 | 23.040.13 | 409+038 | 2574031 | 18.5£0,18 | 24.94029 | 20.2+0.20
1,18-125 | 22,9-232 | 40,6-413 | 254-260 | 183-18,7 | 24.6-252 | 20,0-20,4
(max. 15 mg/kg)
[ 07CH | 2372059 | 2631020 | 12.4%0.12 | 14.9%0.15 | 24.5:0,50 | 18.6:0.55 | 17.220.25
(%) 23,0-244 | 26,1265 | 123-125 | 14,7-15,0 | 24,0-250 | 18,0-19,1 | 17,0-17,5
[65Cs | 24,140,52 | 29,7405 | 23,540,45 | 20,30,70 | 27,6£0,65 | 252+0,75 | 25,220,80
(%) 23,5-24.8 | 29,5-30,0 | 23,0-23,9 | 19,6-21,0 | 27,0-28,3 | 24,5-26,0 | 24,4-26,0
13
(Ao/fo) ¢ 0,46£0,09 | 3,43+0,06 | 11,14046 | 543+0,55 | 3,130,15 | 6,67+021 | 7,97+0,55
0% 0,4-0,6 34-35 | 107-11,6 | 49-60 | 3,0-33 6,5-6,9 7,4-8,5

Continutul de umiditate este un parametru relevant, deoarece afecteaza viscozitatea,

densitatea, gustul, aroma, culoarea, cristalizarea si fermentarea mierii (Al-Farsi et al., 2018; Cengiz
et al., 2018; da Silva et al., 2016; Gomes et al., 2010). Un continut ridicat de apa poate accelera
cristalizarea, dar poate produce fermentatia in timpul depozitarii (Al-Farsi et al., 2018; Cengiz et
al., 2018; Gomes et al., 2010; Marghitas et al., 2009; Saxena et al., 2010). Limita maxima impusa
pentru continutul de apa in SR 784-3 (2009) este de 20%. Se observa ca doar probele I1 si D1
contin mai multd umiditate decat limita reglementatd. Valorile medii ale continutului de umiditate
pentru probele I (18,8%) si D (19,2%) sunt similare si mai mari (cu cca.10%) decat valoarea medie
a probelor P (16,8%).

Continutul de cenusad sau minerale este un indicator care influenteaza culoarea si aroma
mierii. De obicei, cu cét continutul de cenusd este mai mare, cu atit mierea este mai Inchisa la
culoare, iar aroma este mai puternicd (da Silva et al., 2016). Valorile medii ale continutului de
cenusd pentru probele P (0,0081%), I (0,0113%) si D (0,0047%) sunt mult mai mici decat limita
impusa (max. 0,5%), valorile medii ale probelor I sunt mai mari (cu 42%), iar cele ale probelor D
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sunt mai mici (cu 71%) decat cele ale probelor P. Nu s-au observat diferente de culoare si aroma
intre probe.

Aciditatea libera (FA), care se datoreaza in principal prezentei acizilor organici in echilibru
cu lactonele sau esterii interni si a ionilor anorganici, e.g., clorurda, sulfat, fosfat, poate influenta
puternic gustul mierii (Al-Farsi et al., 2018; da Silva et al., 2016; Gomes et al., 2010; Naila et al.,
2018; Ozcan et al., 2006). O crestere a FA poate apirea in timp ca efect al formirii acizilor (e.g.,
acidul gluconic din glucoza, acizii formic si levulinic din HMF), precum si in cazul fermentatiei
(prin producerea acidului acetic din alcoolul etilic rezultat in procesul de fermentatie in prezenta
drojdiilor din miere) (da Silva et al., 2016; Saxena et al., 2010). Toate probele au avut valori ale
FA mult mai mici decat limita reglementatd (max. 40 meq/kg). Valorile medii ale FA pentru probele
I (5,5 meqg/kg) si pentru probele D (5,0 meq/kg) sunt similare si mai mari (cu cca. 7%) decat
valoarea medie a probelor P (0,75 meq/kg).

Toate probele falsificate au avut valori ale continutului de zaharoza mai mari decat limita
reglementatd (max. 5%). Valoarea medie a continutului de zaharoza pentru probele I (9,71%) este
de 1,5 ori mai mare decéat cea a probelor D (6,38%) si de 2,6 ori mai mari decat cea a probelor P
(3,79%). Pe de alta parte, toate probele falsificate au avut valori ale continutului de zaharuri
reducatoare (fructozad si glucoza) mai mici decét limita impusd (min. 70%). Valoarea medie a
continutului de zaharuri reducatoare (RS) pentru probele I (63,3%) este cu 4% mai mica decat cea
a probelor D (65,9%) si cu 11% mai mica decat cea a probelor P (70,5%). In consecinta, probele
de miere falsificate prin hranirea albinelor au continut mai multd zaharozd care nu a fost
transformata in fructoza si glucoza.

Activitatea diastazica (DA) si continutul de 5-hidroximetilfurfural (HMF) sunt indicatori ai
prospetimii mierii. O miere de calitate superioara se caracterizeaza prin valori ridicate ale DA si
un nivel scizut al continutul de HMF. In cazul inclzirii sau depozitarii pentru o lungi perioada de
timp, valoarea DA scade si continutul de HMF creste (HMF poate fi produs prin descompunerea
fructozei si a glucozei) (Cengiz et al., 2018; da Silva et al., 2016; Kukurova et al., 2008; Saxena et
al., 2010). De asemenea, un continut ridicat de HMF poate indica o falsificare cu sirop de zahar
invertit, deoarece HMF poate fi format prin incalzirea solutiilor de zaharoza pentru a obtine sirop
invertit, in timp ce un nivel scazut al DA poate fi un efect al falsificarii indirecte (da Silva et al.,
2016). Toate probele falsificate au avut valori ale continutului de HMF mai mari si valori ale DA
mai mici decat limitele reglementate (max. 15 mg/kg si min. 6.5 unitati Gothe/g). Valoarea medie
a continutului de HMF pentru probele I (29,9 mg/kg) este de 1,41 ori mai mare decat cea a probelor
D (21,2 mg/kg) si de aproximativ 25 de ori mai mare decat cea a probelor P (1,21 mg/kg). Valoarea
medie a DA pentru probele I (5 unititi Gothe/g) este de 1,3 ori mai micd decét cea ale probelor D
(6,5 unitati Gothe/g) si de 2,8 ori mai mica decat cea a probelor P (13,9 unitdti Gothe/g).

Valorile variabilelor 6'3Cy si 6'3Cp (de la -24,1%o la -23,2%o, respectiv de la -23,8%o la
-24,5%o pentru probele P, de 1a -26,5%o 1a -12,3%o, respectiv de la -30,0%o 1a -19,6%0 pentru probele
I'sidela-25,0%0 la -17,0%o, respectiv de la -28,3%o la -24,4%o pentru probele D) se incadreaza in
intervalele raportate de alti cercetatori (Cengiz et al., 2018; Cinar et al., 2014; Guler et al., 2007,
2014; Kukurova et al., 2008; Padovan et al., 2003; Simsek et al., 2012; Tosun, 2013; Wu et al.,
2017). Nivelurile A6'*C = 6'*Cy— 6'*Cp pentru probele I si D (3,4—11,6%o si 3,0—8,5%o) sunt de
peste 5 ori mai mari decat cele pentru probele P (0,4—0,6%0). Aceste rezultate indica faptul ca
mierea P este puri (valorile A6'*C se situeazi in intervalul [~1%o, 1%o]), in timp ce probele I si D
sunt falsificate.
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Datele sintetizate Tn Tabelul 2.3 evidentiaza faptul ca unii parametri fizico-chimici ai mierii
falsificate se incadreaza in nivelurile limita specificate in standardul national. Prin urmare, simpla
verificare a acestor parametri nu este suficientd pentru a detecta falsificarea. Metodele de analiza
fizico-chimica, Tmpreund cu chemometria, ar putea fi o alternativa eficienta pentru a face diferenta
intre mierea pura si cea falsificata.

2.1.2.2.Analiza statistica

ANOVA cu un singur factor a fost utilizatd pentru a determina efectul tipului de miere, i.e.,
miere pura (P), falsificata direct (D1—D3) si indirect (I11-13), asupra parametrilor fizico-chimici
analizati in cadrul cercetarii experimentale. Valorile statisticilor prezentate in tabelul 2.4 (Fe,=
2,741, F > 52,5 si p < 1,2x10”) indici faptul ci influenta tipului de miere asupra tuturor
parametrilor fizico-chimici este statistic semnificativa.

Tabelul 2.4. Rezultate ANOVA cu un singur factor pentru probele de miere purd si falsificata.

Variabile Fe, F p
Continut de umiditate (%) 189,57 6,0E-14
Continut de cenusa (%) 12386 2,1E-28
Aciditate libera (meq/kg) 983,36 1,3E-19

Continut de zaharuri

reducatoare (%) 52,541 1,2E-09
Continut de zaharoza (%) 3804,2 2,6E-24
Activitate diastazica (DA) 2,741

(unitati Gothe/g) 22459 1.8E-22
Continut de HMF 10455 8.0E-28
(mg/kg)

| 63Cu | (%) 509,87 2,4E-17
| 613Cp | (%0) 75,246 8,0E-11

13— s13. s13
A0HC=0RCh= 0 Cr 395,56 1,8E-16

(%o)

PCA si LDA au fost aplicate pentru a evalua diferentele intre probele de miere pura si cele
falsificate pe baza parametrilor fizico-chimici (variabile independente). In analiza multivariati au
fost luate in considerare 8 variabile independente, i.e., continutul de umiditate, continutul de
cenusd, continutul de zaharuri reducatoare (RS), continutul de zaharoza, continutul de HMF,
aciditatea liberd (FA), activitatea diastazic (DA) si Ad"3C.

Rezultatele PCA referitoare la valorile proprii si la varianta componentelor principale (PC)
sunt prezentate in tabelul 2.5. Datele specificate in tabelul 2.5 evidentiaza faptul ca valorile proprii
corespunzatoare componentelor principale PC1 (4,320), PC2 (1,782) si PC3 (1,322) sunt mai mari
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decat 1, iar PC1, PC2 si PC3 explicd 92,80% din varianta totald (54,00% + 22,28% + 16,52%)).
PC1 si PC2, care explica 76,28% din varianta totala (54,00% + 22,28%), au fost considerate cele
mai relevante componente principale si au fost utilizate In continuare in analiza multivariata.

Tabelul 2.5. Valorile proprii si valorile variantei in PCA.

Component Valoare proprie % Varianta totald
principal PC Cumulativ PC Cumulativ
PC1 4,320 4,320 54,00 54,00
PC2 1,782 6,102 22,28 76,28
PC3 1,322 7,424 16,52 92,80
PC4 0,428 7,852 5,354 98,15
PC5 0,115 7,967 1,432 99,59
PC6 0,018 7,985 0,230 99,82
PC7 0,014 7,999 0,169 99,99
PC8 0,001 8,000 0,015 100,0

Proiectiile variabilelor pe planul PC1-PC2 sunt prezentate in figura 2.1. In functie de
coordonatele variabilelor pe cele 2 axe (/,), cele mai importante variabile sunt: activitatea
diastazica (DA) (/v = 0,989), continutul de HMF (/, =-0,911), aciditatea libera (FA) (/, = -0,914),
AS"C (I, = -0,729), continutul de zaharuri reducitoare (RS) (/, = 0,689) si continutul de zaharozi
(I, = -0,676) pentru PC1, precum si continutul de umiditate (1, = 0,706), Ad"*C (I, = -0,616),
continutul de zaharoza (/, = 0,522) si continutul de cenusa (/, = -0,625) pentru PC2. Pe de o parte,
va exista o discriminare pe axa PC1 intre probele de miere cu valori ridicate ale DA si continutului
de RS, respectiv valori scizute ale FA, A§'3C si continuturilor de HMF si zaharoza, si celelalte
probe. Pe de alta parte, va exista o discriminare pe axa PC2 intre probele cu valori ridicate ale
continuturilor de umiditate si zaharoza, respectiv valori scazute ale continutului de cenusa si
AS"C, si celelalte probe.

Proiectiile cazurilor (probelor de miere) pe planul PC1-PC2, care sunt prezentate in figura
2.1, evidentiaza o discriminare pe axa PC1 intre grupurile de miere pura (P), falsificata direct (D)
st indirect (I), precum si o discriminare pe axa PC2 intre probele falsificate (direct si indirect) cu
siropul S1 si cele falsificate cu siropurile S2 si S3.

Coordonatele pe axa PC1 ale probelor P (3,5-3,9) corespund unor valori mai mari ale DA
(13,6-14,2 unitati Gothe/g) si continutului de RS (68,7-72,5%), respectiv unor niveluri mai
scizute ale variabilelor FA (0,75-0,77 meq/kg) si Ad">C (0,4-0,6%o), precum si ale continuturilor
de HMF (1,18-1,25 mg/kg) si zaharoza (3,75-3,85%). Coordonatele pe axa PC1 ale probelor D1-
D3 (de 1a -0,6 1a 0) s1 [1-I3 (de la -1,9 la -1,4) corespund unor valori mai mici ale DA (6,30-6,53
si 4,94-5,11 unitati Gothe/g) si continutului de RS (64,8-67,2 si 57,5-67,3%), precum si unor
niveluri mai ridicate ale variabilelor FA (4,8-5,2 si 3,9-6,6 meq/kg) si Ad"3C (3-8,5 si 3,4-11,6%o),
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precum si ale continuturilor de HMF (18,3-25,2 si 22,9-41,3 mg/kg) si zaharoza (6,08—6,74 si
6,76—15%).

De asemenea, existd o discriminare pe axa PC2 intre probele falsificate cu siropul S1 (cu
coordonate pe axa PC2 in intervalul 1,2-2,3), avand valori ridicate ale continutului de umiditate
(20,6-22,6%) si cele falsificate cu siropurile S2 si S3 (cu coordonate pe axa PC2 de la -2,5 1a 0,5),
care au avut niveluri mai scazute ale continutului de umiditate (15,9-20,1%).

Rezultatele prezentate in Fig. 1 si valorile coeficientului de corelatie Pearson (r) reliefeaza
urmatoarele aspecte:

- corelatii pozitive semnificative intre FA si continuturile de umiditate si zaharoza (0,49 <
r < 0,73); corelatii pozitive semnificative intre FA si continutul de HMF (r = 0,68), FA si
AS"C (r=0,47) si continuturile de zaharozi si HMF (r = 0,42);

- corelatii pozitive semnificative intre A5">C si continuturile de HMF si cenusi (0,46 < r
<0,89), corelatia dintre A6'*C si continutul de HMF fiind foarte puternici (r = 0,89);

- corelatie pozitiva semnificativa intre DA si continutul de RS (fructoza si glucoza) (r =
0,72); corelatii negative semnificative intre DA si fiecare din variabilele FA, A§"C si
continuturile de umiditate, zaharoza si HMF (-0,94 < r < -0,41), corelatiile dintre DA si
FA (r = -0,94) si DA si continutul de HMF (» = -0,88) fiind foarte puternice; corelatii
negative semnificative intre RS si fiecare din variabilele FA, Ad'3C si continutul de HMF
(-0,69 <r<-0,46).
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4 3 2 1 0 1 2 3 4 5
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Figura 2.1. Proiectiile variabilelor si probelor (P, D1-D3, I1-13) pe planul PC1-PC2.
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Pentru a identifica variabilele cu cea mai mare putere de discriminare si functiile de
discriminare si clasificare corespunzatoare, s-a aplicat LDA folosind metoda 1n trepte (FS) (8 pasi,
toleranta = 0,01, F pentru adaugare = 1, F" pentru eliminare = 0), considerand predefinite grupurile
de miere (P, D si I). Variabilele cu cea mai mare putere de discriminare au fost activitatea diastazica
(DA), continutul de 5-hidroximetilfurfural (HMF), continutul de zaharoza si continutul de zaharuri
reducatoare (RS). Doar aceste patru variabile au fost utilizate pentru a determina functiile de
discriminare si clasificare. Prima functie liniara de discriminare (LD1) reprezintd 98,7% din
puterea de discriminare, iar a doua functie (LD2) reprezinta 1,3%, valorile proprii corespunzatoare
functiilor LD1 si LD2 fiind 785,23 si 10,04. In consecintd, LD1 poate fi considerati cea mai
relevanta functie. Valorile coeficientilor standardizati ai variabilelor din functiile LD1 si LD2, care
sunt specificate in tabelul 2.6, evidentiazd urmatoarele:

- continutul de RS are un efect negativ asupra functiei LD1 iar celelalte trei variabile un
efect pozitiv, DA avand cel mai semnificativ efect;

- continutul de RS are un efect pozitiv asupra functiei LD2 iar celelalte trei variabile un
efect negativ, DA avand un efect nesemnificativ.

Tabelul 2.6. Valorile coeficientilor standardizati ai variabilelor din functiile LD1 si LD2.

No. Variabili Coeficienti standardizati
LD1 LD2
| o e
2 Continutul de zaharoza 0,810 -2,989
3 Activitatea diastazica (DA) 1,215 -0,428
4 Continutul de HMF 0,558 -2,598

Proiectiile probelor de miere din setul de date de antrenament (training) pe planul LD1-LD2,
care sunt prezentate in figura 2.2, evidentiaza o discriminare semnificativa intre probele de miere
purd (P) (cu coordonatele probelor pe axa LD1 in intervalul 41,58—45,12) si cele falsificare direct
(D) si indirect (I) (cu coordonatele probelor pe axa LD1 de la -11.44 la -9.49 pentru probele D si
dela-19.03 la-17.22 pentru probele I). In consecinti, functia LD1 discrimineaza in principal intre
mierea purd si cea falsificata, variabila cu cea mai mare putere de discriminare fiind DA
(13.6—14.2,6.30—6.53 51 4.94—5.11 unitati Gothe/g pentru clasele de miere P, D si I). De asemenea,
functia LD2 discrimineaza intre tipurile de miere D si I (cu coordonatele probelor pe axa LD2 in
intervalele 1,67—5,54 pentru probele D si de la -3,63 la -2,56 pentru probele I), variabila cu cea
mai mare putere de discriminare fiind continutul de zaharoza (6,08—6,74% pentru D si 6,76—15%
pentru I).

Valorile medii ale coordonatelor probelor pentru fiecare grup (centroizi) si elipsele de
incredere 95% pentru setul de date de antrenament (training), precum si proiectiile probelor de
miere din setul de date de validare (validation) pe planul LD1-LD2 sunt, de asemenea, prezentate
in figura 2.2. Se observa ca toate proiectiile probelor pentru setul de date de validare sunt incluse
in elipsele corespunzdtoare grupului (clasei) lor.
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Figura 2.2. Proiectiile variabilelor si probelor de miere pe planul LD1-LD2.

Probele (cazurile) de miere au fost clasificate in grupul de care erau mai apropiate. Au fost
calculate distantele Mahalanobis dintre fiecare caz si centroizii grupului. Conform regulii Bayes,
probabilitatea ca un caz sa apartind unui grup, i.e., probabilitatea de clasificare posterioard (PP), a
fost determinatd in functie de patratul distantei Mahalanobis (SMD) si de probabilitatea de
clasificare a priori (APP). Valorile APP au fost considerate a fi proportionale cu numarul de probe
din fiecare grup (4PPp = 0,25, APPp = 0,375 si APP;=0,375). Un caz poate fi clasificat pe baza
celei mai mari valori a probabilitatii PP. Clasificarea a priori si posterioara, precum si nivelurile
SMD si PP pentru seturile de date de antrenament (T) si validare (V) sunt specificate in Tabelul

2.7.
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Tabelul 2.7. Rezultate LDA pentru probele de miere P, D si I din seturile de date de antrenament (T) si

validare (V).
Clasificare Patratul distap;ei Probab.ilitate Scorul func;iei de
Set Mabhalanobis posterioara clasificare
No. | de
date a pl”iOl”i posterior SMDp SMD; SMDp PPp | PP; | PPp | CFSp CFS; CFSp
1 P P 4,01 | 3698,8 | 2804,6 | 1 0 0 3938,8 | 2091,3 | 2538,9
2 P P 6,60 | 3608,8 | 2730,8 | 1 0 0 3864,7 | 2063,6 | 2503,0
3 P P 6,73 | 4052,8 | 3100,2 | 1 0 0 4214,3 | 2191,1 | 2667,9
4 P P 3,94 | 3951,2 | 3016,1 | 1 0 0 4134,7 | 2161,0 | 2629,0
5 I I 3843,5 | 596 | 122,10 | O 1 0 -1304,8 | 613,8 | 556,2
6 I I 3868,6 | 7,00 | 117,68 | O 1 0 -1301,3 | 629,4 | 574,5
7 I I 3900,5 | 5,84 | 120,54 | 0O 1 0 -1328,6 | 618,6 | 561.,8
8 T I I 3876,5 | 6,78 | 113,77 | O 1 0 -1298,5 | 636,3 | 5833
9 I I 3816,3 | 6,34 | 111,19 | 0 1 0 -1332,4 | 572,6 | 520,5
10 I I 3678,4 | 6,67 95,38 0 1 0 -1231,9 | 603,8 | 559,9
11 D D 3031,9 | 111,21 | 4,69 0 0 1 -573,1 887,1 | 940,8
12 D D 2930,7 | 140,26 | 6,24 0 0 1 -457,6 937,5 | 1004,9
13 D D 2885,9 | 90,68 5,42 0 0 1 -515,1 882,4 | 925,5
14 D D 2800,9 | 108,02 | 5,62 0 0 1 -430,7 915,6 | 967,3
15 D D 2977,1 | 98,89 | 2,53 0 0 1 -560,4 878,6 | 927,2
16 D D 2855,7 | 119,79 | 2,27 0 0 1 -450,8 917,1 | 976,3
17 P P 3,06 | 3883,8 |2964,1 | 1 0 0 4074,6 | 2134,1 | 25944
18 I I 3864,8 | 6,25 | 117,69 | 0 1 0 -1305,1 | 624,1 | 568,8
19 I I 3880,9 | 5,91 |117,44| 0 1 0 -1311,9 | 625,5 | 570,2
20 |V I I 3758,3 | 5,84 | 101,98 | 0 1 0 -1286,7 | 589,5 | 541,8
21 D D 2950,3 | 125,56 | 4,08 0 0 1 -498,3 914,0 | 975,2
22 D D 2890,0 | 93,57 4,47 0 0 1 -507,1 891,0 | 936,0
23 D D 2849,3 | 115,78 | 2,39 0 0 1 -458,6 908,1 | 965,2

De asemenea, pentru fiecare grup de miere (P, D si I) au fost determinate functii liniare de

clasificare. Tabelul 2.8 contine coeficientii functiilor de clasificare, ¢; si ¢;, in care i sij reprezinta
variabila independenta, respectiv grupul. Aceste functii de clasificare pot fi utilizate direct pentru
a clasifica cazurile, i.e., un caz este atribuit grupului pentru care are cea mai mare valoare a scorului
functiei de clasificare (CFS). Valorile CFS determinate pentru ambele seturi de date (de
antrenament si validare) sunt specificate in tabelul 2.7. Matricile de clasificare prezentate in tabelul
2.9 demostreaza ca toate probele de miere au fost corect atribuite grupului lor original pentru

ambele seturi de date.
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Tabelul 2.8. Coeficientii functiilor liniare de clasificare.

i P D I
Continutul de zaharuri

reducitoare (RS) -8,08 13,71 10,79
Continutul de zaharoza 8,60 -14,40 -9,05
Activitatea diastazei (DA) 620,55 189,98 145,39
Continutul de HMF 1,71 -5,49 -3,29
¢ -4041,17 -958,86 -614,72

Tabelul 2.9. Matrici de clasificare pentru seturile de date de antrenament (T) si validare (V).

Set | Grup | P | D | I | Total | % Corect | Set | Grup | P | D | I | Total | % Corect
P 41010 4 100 P 11010 1 100
T D [(0]6]0 6 100 v D |0[3]0 3 100
I 01016 6 100 I 0013 3 100
Total |4 | 6 | 6| 16 100 Total | 1 | 3 |3 7 100

2.1.3. Concluzii

Studiul a avut ca scop masurarea parametrilor fizico-chimici relevanti ai probelor de miere
si discriminarea mierii pure de cea falsificatd pe baza acestor parametri, utilizind PCA si LDA ca
instrumente chemometrice. Mierea de salcam pura (P) si mierea falsificatd indirect (I), obtinuta
prin hranirea albinelor cu 3 siropuri industriale diferite, au fost produse intr-o mica stupina din
judetul Vélcea, iar mierea falsificatd direct (D) a fost preparatd prin amestecarea mierii P cu
aceleasi siropuri. 23 de probe de miere au fost analizate pentru determinarea continuturilor de
umiditate, cenusa, 5-hidroximetilfurfural (HMF), zaharuri reducétoare (RS) si zaharoza, precum
si a acidititii libere (FA), activititii diastazei (DA), 6'*Cp si 5'>Cp.

Falsificarea a determinat cresterea valorilor medii ale continutului de apa (cu aproximativ
10%), aciditatii libere (FA) (de aproximativ 7 ori), continutului de zaharoza (de 2,6 ori, respectiv
1,7 ori pentru probele I, respectiv D), continutului de HMF (de aproximativ 25 ori, respectiv 18
ori pentru probele 1, respectiv D) si Ad"*C = §'*Cy— 6'*Cp (de aproximativ 17, respectiv 15 ori
pentru probele I, respectiv D), precum si o scadere a valorilor medii ale continutului de zahar (cu
aproximativ 10%) si activitatii diastazice (DA) (de 2,8, respectiv 2,1 ori pentru probele I, respectiv
D) comparativ cu valorile medii ale variabilelor pentru probele P. Valorile obtinute pentru DA si
continuturile de HMF, RS si zaharoza pentru probele de miere D g1 I nu s-au Incadrat in intervalele
impuse de standardul national. De asemenea, falsificarea indirectd a avut efecte similare cu cele
produse de falsificarea directa.

Cei opt parametri fizico-chimici luati in considerare 1n analiza multivariatd au fost:
continuturile de umiditate, cenusd, RS, zaharozi si HMF, FA, DA si A6'*C. Conform PCA, spatiul
caracteristic cu opt dimensiuni a fost redus la unul bidimensional, in care directiile noilor axe au
fost definite de catre vectorii proprii PC1 si PC2. PC1, care a explicat 54,0% din variatia totala, a
fost dominat de DA, continutul de HMF, FA, A§'3C si continuturile de RS si zaharozi, iar PC2,
reprezentand 22,3% din varianta totald, a fost dominat de continutul de umiditate, A6"*C si
continuturile de zaharoza si cenusa. Trei grupuri de miere bine separate (P, D si I) pe directia PC1
au fost obtinute prin proiectarea probelor de miere pe planul factorial PC1-PC2.
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Pornind de la aceste grupuri predefinite, LDA in trepte a relevat faptul ca cei mai importanti
parametri fizico-chimici discriminatori au fost DA si continuturile de HMF, RS si zaharoza.
Functiile liniare de discriminare si clasificare au fost construite pe baza unui set de date de
antrenament (T), iar apoi aceste modele au fost validate folosind un set de date de validare (V).
Cazurile au fost clasificate pe baza celor mai mari valori ale probabilitétii de clasificare posterioara
si scorului functiei de clasificare. Matricile de clasificare pentru seturile de date de antrenament
(T) si validare (V) au indicat ca 100% din probele de miere au fost atribuite corect grupului lor
original. In consecinta, evaluarea parametrilor fizico-chimici folosind PCA si LDA a fost foarte
eficienta pentru a discrimina intre tipurile de miere P, D si I. Pe baza parametrilor fizico-chimici,
i.e., DA si continuturile de HMF, zaharoza si RS, orice probda de miere de salcam ar putea fi
clasificata simplu si rapid ca pura (P) sau falsificatd (D sau I) utilizand functiile de clasificare
obtinute prin aplicarea LDA.
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2.2. EFECTUL SOLVENTULUI DE EXTRACTIE ASUPRA
COMPOZITIEI SI ACTIVITATII ANTIOXIDANTE A
EXTRACTELOR DE PLANTE COMESTIBILE

2.2.1. Efectul solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii antioxidante a
extractelor de busuioc (O. basilicum), cicoare (C. intybus) si salvie (S.

officinalis)

2.2.1.1. Materiale si metode

2.2.1.1.1. Material vegetal

Partile aeriene uscate de O. basilicum, C. intybus si S. officinalis au fost furnizate de Fares
(Orastie, Hunedoara), Stef Mar (Ramnicu Valcea, Valcea), si Dacia Plant (Bod, Brasov).
Materialul vegetal uscat a fost mécinat cu ajutorul unei rasnite.

2.2.1.1.2. Reactivi

Etanolul, metanolul, reactivul Folin-Ciocalteu (FCR), 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH),
acidul galic, clorura de aluminiu hexahidrat (AICl3-6H20) si quercetina au fost achizitionate de la
Merck (Darmstadt, Germania). Carbonatul de sodiu (Na;COj), nitritul de sodiu (NaNO»),
hidroxidul de sodiu (NaOH) si acidul ascorbic au fost achizitionate de la VWR International
(Viena, Austria). Apa distilata (DW) a fost obtinuta folosind Milli-Q (Millipore, Merck, Italia), un
sistem de purificare a apei (Millipore, Merck). Toate substantele chimice au fost de calitate
analitica.

2.2.1.1.3. Procedura de extractie

Extractele de flori comestibile au fost preparate prin macerare cu agitare a materialului
vegetal uscat si macinat, folosind etanol, metanol si doua amestecuri de etanol si metanol ca
solventi de extractie. Procesul de extractie a fost efectuat timp de 24 h la patru niveluri ale
concentratiei de etanol in solventul de extractie (0%, 40%, 60% si 100%) si un singur nivel al
raportului solid/lichid (1/10 g/mL), temperaturii procesului (30 °C) si vitezei de agitare (250 rpm).
Fiecare extract a fost filtrat folosind hartie de filtru.

2.2.1.1.4. Determinarea continutului total de fenoli (TPC) al extractelor

TPC al extractelor de plante a fost determinat prin metoda Folin-Ciocalteu cu unele
modificari (Agbo et al., 2015). Un volum de 1 mL de extract a fost amestecat cu 9 mL de DW intr-
un balon de 25 mL, apoi s-a adaugat un volum de 2,5 mL FCR diluat (1/10 mL FCR/mL DW).
Amestecul a fost agitat timp de 5 min, apoi s-a adaugat un volum de 10 mL de solutie 7,5% Na>COs
si s-a adus la semn cu DW. Acest amestec a fost pastrat la intuneric timp de 90 min la temperatura
ambianta. Valorile absorbantei esantionului au fost citite la o lungime de unda de 760 nm cu un
spectrofotometru UV/VIS (Specord 250 Plus, Analytik Jena, Germania). 7PC al fiecarui esantion
a fost determinat din curba de calibrare si exprimat ca mg GAE (echivalenti de acid galic)/g DM
(materie uscatd). Determinarile au fost efectuate in cinci exemplare.
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2.2.1.1.5. Determinarea continutului total de flavonoide (TFC) al extractelor

TFC al extractelor de plante a fost determinat prin metoda colorimetrica cu solutie de
AICl3-6H20 (Agbo et al., 2015). Un volum de 1 mL de extract a fost amestecat cu 4 mL de DW
intr-un balon de 10 mL, apoi s-a adaugat un volum de 0,30 mL de solutie 5% NaNO,. Amestecul
a fost agitat timp de 5 min, apoi s-a adaugat un volum de 0,30 mL de solutie 10% AICI3-6H>O si,
dupa alte 5 min de agitare, s-a adaugat un volum de 2 mL solutie de NaOH 1 M la amestec si s-a
adus la semn cu DW. Valorile absorbantei esantionului au fost citite la o lungime de unda de 510
nm cu spectrofotometrul UV/VIS Specord 250 Plus. TFC al fiecarui esantion a fost determinat din
curba de calibrare si exprimat ca mg QE (echivalenti de quercetind)/g DM. Determinarile au fost
efectuate in cinci exemplare.

2.2.1.1.6. Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor

Evaluarea activitatii antioxidante a extractelor de plante a fost efectuata in conformitate cu
metodologie publicatd in literaturd (Singh et al., 2015). Un volum de 1 mL de extract a fost
amestecat cu 1 mL solutie metanolicd de DPPH 0,1 mM intr-un balon. Amestecul a fost mentinut
la intuneric timp de 30 min la temperatura ambianta, iar apoi valorile absorbantei esantionului au
fost citite la o lungime de unda de 517 nm cu spectrofotometrul Specord 250 Plus. Rezultatele au
fost exprimate ca procent de inhibare (P/) conform ecuatiei (2), in care 4o este absorbanta solutiei
de DPPH fara proba de extract si A este absorbanta solutiei de DPPH cu proba de extract.

A -4
a. PI=22"214100 (2)
0

2.2.1.1.7. Prelucrarea datelor

Valorile variabilelor de raspuns (7PC, TFC si PI) obtinute la diferite niveluri ale
concentratiei de etanol in solventul de extractie (0-100%) au fost procesate aplicand analiza
componentelor principale (PCA). ANOVA cu un singur factor a fost utilizata pentru a evalua daca
valorile medii ale variabilelor de raspuns au fost semnificativ diferite (p < 0,05) sau nu. Puterea
corelatiilor liniare dintre diferite variabile de raspuns a fost evaluata pe baza coeficientului de
corelatie Pearson (7). Analiza statistica a fost realizata folosind XLSTAT 2019.1.

2.2.1.2.Rezultate si discutii

O matrice de date cu 15 randuri (5 replici pentru fiecare tip de floare) si 12 coloane (numaérul
de variabile, i.e., TPC0, TPC40, TPC60, TPC100, TFCO, TFC40, TFC60, TFC100, PI0, PI40,
PI60 si PI100) a fost utilizata in PCA. Doar primele doud componente principale (PC) au avut
valori proprii > 1 (10,20 pentru PC1 si 1,79 pentru PC2). PCI si PC2 au explicat 99,9% (85,0% +
14,9%) din varianta totald si doar aceste doud componente principale au fost luate In considerare
in analiza multivariata. Rezultatele prezentate in tabelul 2.10, figura 2.3 si figura 2.4 indica
urmatoarele:

- in functie de valorile semnificative ale coordonatelor variabilelor pe axele PC1 s1 PC2
(evidentiate cu caractere aldine in tabelul 2.10), cele mai importante variabile sunt 7PC0, TPC40,
TPC60, TPC100, TFCO, TFC40, TFC60, P10, PI40, PI60 si PI100 pentru PC1, precum si 7FC100
pentru PC2;

- extractele obtinute din salvie (S. officinalis) au avut valori mai mari ale variabilelor TPC0O-
100, TFC0-60 si PI0-100 decat cele preparate din cicoare (C. intybus) si busuioc (O. basilicum)
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(discriminare pe axa PC1 intre probele de extracte de S. officinalis si celelalte probe din figura
2.3); cu o singura exceptie, datele prezentate in figura 2.4 confirma aceasta constatare, i.e., valorile
medii ale variabilelor TPC0-100, TFC0-60 si PI0-100 pentru probele de extracte de S. officinalis
(SO) (TPC0-100,,50 = 46,31-61,77 mg GAE/mg DM, TFC0-60,,s0 = 24,44 —33,92 mg QE/mg
DM si PI0-100,,s0 = 80,45-89,35%) au fost in general semnificativ mai mari (p < 0,05) decat cele
pentru probele de extracte de C. intybus (CI) (TPC0-100,,c; = 24,98-31,41 mg GAE/mg DM,
TFC0-60,,cr =9,32—-12,51 mg QE/mg DM si PI0-100,,c; = 70,28-72,81%) st O. basilicum (OB)
(TPC0-100,,08 = 31,70-35,76 mg GAE/mg DM, TFC0—60,,,08 = 19,16-26,02 mg QE/mg DM si
PI10-100,,,08 = 80,45-89,35%); doar TFC60,, 50 (24,44 mg QE/mg DM) a fost semnificativ mai
mic decat TFC60,,,05 (26,02 mg QE/mg DM);

- extractele obtinute din O. basilicum au avut valori mai mici ale variabilei 7F'C100 decat
cele preparate din celelalte plante (discriminare pe axa PC2 intre probele de extract de O. basilicum
si celelalte probe din figura 2.3); datele prezentate in figura 11 confirma aceastd constatare, i.e.,
valoarea medie a variabilei TFC100 pentru probele de extracte de O. basilicum (TFC100,,05 =
0,97 mg QE/mg DM) a fost semnificativ mai mica decat 7F'C100,,s0 = 24,40 mg QE/mg DM si
TFC100,,c7= 14,85 mg QE/mg DM.

Tabelul 2.10. Coordonatele variabilelor pe axele PC1 si PC2 (C. intybus, O. basilicum si S. officinalis).

No. Variabila Simbol PC1 PC2

1 Continutul total de fenoli pentru extractia cu 100% metanol (0%Et) TPCO 0,989 0,144

Continutul total de fenoli pentru extractia cu 60% metanol +40%

etanol (40%Et) TPC40 0,944 0,325

Continutul total de fenoli pentru extractia cu 40% metanol + 60%

etanol (60%Et) TPC60 0,944 | 0,327

4 Continutul total de fenoli pentru extractia cu 100% etanol (100%Et) TPC100 0,998 0,050

Continutul total de flavonoide pentru extractia cu 100% metanol

5 (0%E¢) TFCO 1,000 0,013
Continutul total de flavonoide pentru extractia cu 60% metanol +

6 40% etanol (40%E¢) TFC40 0,997 -0,077
Continutul total de flavonoide pentru extractia cu 40% metanol +

7 60% etanol (60%E1) TFC60 0,744 -0,668
Continutul total de flavonoide pentru extractia cu 100% etanol

8 (100%E¢) TFC100 0,513 0,858

9 Activitatea antioxidantd pentru extractia cu 100% metanol (0%Et) PIO 0,906 -0,422
Activitatea antioxidanta pentru extractia cu 60% metanol + 40%

10 etanol (40%E) PI40 0,977 0,210
Activitatea antioxidanta pentru extractia cu 40% metanol + 60%

11 etanol (60%E) PI60 0,967 -0,252

12 Activitatea antioxidanta pentru extractia cu 100% etanol (100%Et) PI100 0,960 -0,278

Valorile semnificative sunt evidentiate cu caractere aldine.
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Figura 2.3. Proiectiile variabilelor (7PC0-100, TFC0-100 si PI0-100) si probelor (C. intybus, O. basilicum si S.
officinalis) pe planul PC1-PC2.
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Figura 2.4. Valorile medii £ SD ale continutului total de polifenoli (7PC) (a), continutului total de flavonoide (7FC)
(b) si a procentului de inhibare (PI) (c) pentru extractele de flori comestibile obtinute la diferite niveluri ale
concentratiei de etanol Intr-o solutie constand din etanol si metanol (0%, 40%, 60% si 100%); literele mari indica
diferente semnificative (p < 0,05) intre tipul de floare pentru fiecare tratament; literele mici indica diferente
semnificative intre tratamente pentru fiecare tip de floare.

Cu exceptia corelatiilor nesemnificative dintre variabilele 7FC60 si TPC40, TFC60 si
TPC60, TFC100 si TFC40, TFC100 si TFC60, TFC100 si P10, TFC100 si PI60 si TFC100 si
PI100 (-0,191 < r < 0,486), celelalte corelatii dintre variabile au fost semnificative (0,525 < r <
0,999) (tabelul 2.11).
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Tabelul 2.11. Matrice de corelatie (C. intybus, O. basilicum si S. officinalis).

Variab. | TPC | TPC4 | TPC6 | TPC10 | TFC | TFC4 | TFC6 | TFC10 | plo | P10 | PIc0 | PI10
TPCO | 1
TPC40 | 098 | 1
TPC60 | 098 | 0,997 | 1
TPC10 | 0,99 | 0,956 | 0,959 1
TFCO | 0,99 | 0,947 | 0,949 | 0,999 | 1
TFC40 | 097 | 0,915 | 0,916 | 0,991 | 0,99 | 1
TFC60 | 0,64 | 0,486 | 0484 | 0,709 | 0,73 | 0,793 | 1
TFC10 | 0,63 | 0,763 | 0,764 | 0,556 | 0,52 | 0,446 | -0,191 1
po | 0,83 | 0,718 | 0,718 | 0,883 | 0,90 | 0,936 | 0,957 | 0,103 | 1
P40 | 0,99 | 0,992 | 0,991 | 0,985 | 0,98 | 0,958 | 0,588 | 0,681 | 0,79 | 1
PI60 | 092 | 0,831 | 0,831 | 0,953 | 0,96 | 0,984 | 0,888 | 0280 | 0,98 | 0,89 | 1|
PI100 | 091 | 0,815 | 0,816 | 0,944 | 0,95 | 0,979 | 0,900 | 0,255 | 0,98 | 0,88 [ 0.99 | 1

Valorile coeficientului de corelatie (7) evidentiate cu caractere aldine sunt diferite de 0 (o = 0,05).

De asemenea, datele prezentate in figura 2.4 evidentiaza urmatoarele aspecte:

- pentru probele de extracte de S. officinalis, valorile mai mari ale variabilelor TPC si PI au
fost obtinute la concentratii de etanol (ce;) de 40% (61,67 + 2,14 mg GAE/mg DM si 89,35 +
0,63%) si 60% (57,04 = 0,78 mg GAE/mg DM si 83,56 + 0,26%) comparativ cu ces = 0% (47,93
+ 0,34 mg GAE/mg DM si 80,45 + 0,04%) si ce: = 100% (46,31 + 0,47 mg GAE/mg DM si 81,73
+ 0,26%); valori mai mari ale 7FC au fost obtinute la c.; = 0% (34,92 + 0,07 mg QE/mg DM) si
Cer =40% (33,13 = 0,05 mg QE/mg DM) comparativ cu ce; = 60% (24,44 + 0,03 mg QE/mg DM)
si cer = 100% (24,40 = 0,61 mg QE/mg DM); in consecinta, operarea la c., = 40% este mai
avantajoasa,

- pentru probele de extracte de O. basilicum, cea mai mare valoare a TPC a fost obtinuta la
cet = 0% (35,76 £ 0,20 mg GAE/mg DM) si valorile cele mai mari ale 7FC si PI au fost obtinute
la cer = 60% (26,02 £ 0,05 mg QE/mg DM si 79,12 £ 0,02%);

- pentru probele de extracte de C. intybus, valori mai mari ale 7PC au fost obtinute la ce, =
0% (31,41 £ 0,06 mg GAE/mg DM), ce: =40% (29,28 £ 0,24 mg GAE/mg DM) si c.: = 60% (29,62
+ 0,16 mg GAE/mg DM) comparativ cu c.; = 100% (24,98 £+ 0,16 mg GAE/mg DM); valori mai
mari ale 7FC au fost obtinute la ce, = 100% (14,85 + 0,05 mg QE/mg DM) si cer = 40% (12,51 £
0,03 mg QE/mg DM) comparativ cu c.; = 0% (9,41 + 0,03 mg QE/mg DM) si ce; = 60% (9,32 +
0,07 mg QE/mg DM); valori mai mari ale P/ au fost obtinute la ce: = 0% (72,81 £ 0,01%) si cer =
60% (71,99 + 0,01%) comparativ cu ce: = 40% (70,28 = 0,02%) s1 cer = 100% (71,15 £ 0,01%);

- extractele obtinute din S. officinalis au avut, in general, valori medii semnificativ mai mari
ale TPC (46,31-61,77 mg GAE/mg DM), TFC (24,40-34,92 mg QE/mg DM) si PI (80,45—
89,35%) in comparatie cu cele obtinute din O. basilicum si C. intybus (doar TFC60,,s0 = 24,4 mg
QE/mg DM < TFC60,,08 = 26,02 mg QE/mg DM); aceste valori sunt in concordanta cu datele
raportate in literatura de specialitate (Moshari-Nasirkandi et al., 2024; Pop et al., 2015).

Metanolul si solutiile de metanol extrag in general o cantitate mai mare de compusi bioactivi.
Solventul poate fi eliminat apoi din extract, rezultdnd o pulbere, care, ulterior, poate fi dizolvata
intr-un solvent ecologic, e.g., etanol.
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2.2.1.3.Concluzii

Extracte de salvie (S. officinalis), cicoare (C. intybus) si busuioc (O. basilicum) au fost
obtinute prin macerare, folosind etanol, metanol si doua amestecuri de etanol si metanol (continand
40% si 60% etanol) ca solventi de extractie. Continutul total de polifenoli (7PC), continutul total
de flavonoide (7FC) si procentul de inhibare (P/) ale extractelor de flori comestibile au fost
determinate experimental. Datele experimentale, care au fost procesate folosind PCA si ANOVA
cu un singur factor, au indicat urmatoarele aspecte relevante:

- in general, extractele obtinute din S. officinalis au avut valori medii semnificativ mai mari
ale TPC0-100 (46,31-61,77 mg GAE/mg DM), TFC0-60 (24,44-34,92 mg QE/mg DM) si PI0—
100 (80,45—-89,35%) comparativ cu cele preparate din C. intybus (24,98-31,41 mg GAE/mg DM,
9,32-12,51 mg QE/mg DM si 70,28-72,81%) si O. basilicum (31,70-35,76 mg GAE/mg DM,
19,16-26,02 mg QE/mg DM si 80,45-89,35%);

- extractele obtinute din O. basilicum au avut valori medii semnificativ mai mici ale 7FC100
(0,97 mg QE/mg DM) decat cele preparate din S. officinalis (24,40 mg QE/mg DM) si C. intybus
(14,85 mg QE/mg DM);

- corelatiile dintre TPC, TFC si PI au fost In general semnificative (0,525 < <0,999).
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3. CONCLUZII GENERALE SI PERSPECTIVE DE CERCETARE

Teza de doctorat intitulata METODE CHEMOMETRICE UTILIZATE PENTRU
EVALUAREA CALITATII PRODUSELOR ALIMENTARE SI EFICIENTEI EXTRACTIEI
COMPUSILOR BIOACTIVI DIN PLANTE este structuratd in 2 parti principale, i.e., un
STUDIU CRITIC AL DATELOR DE LITERATURA, care contine aspecte relevante despre
metodele chemometrice, evaluarea calitatii mierii de albine si extractia compusilor bioactivi din
plantele comestibile, si o parte de CONTRIBUTII ORIGINALE, in care sunt prezentate
rezultatele obtinute in cercetdrile proprii. Aceastd parte este structuratd in 2 capitole, un capitol
referitor la caracterizarea si clasificarea mierii de albine pe baza parametrilor fizico-chimici si a
chemometriei, celdlalt referitor la efectul solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii
antioxidante a extractelor de plante comestibile.

In capitolul 2.1. Caracterizarea si clasificarea mierii de salcAim roménesti pe baza
parametrilor fizico-chimici si a chemometriei sunt prezentate rezultatele analizei fizico-chimice
pentru probele de miere de salcam pura (P), miere falsificata indirect (I), obtinutd prin hranirea
albinelor cu 3 siropuri industriale diferite, si miere falsificata direct (D), preparatd prin amestecarea
mierii P cu aceleasi siropuri. Studiul a avut ca scop masurarea parametrilor fizico-chimici relevanti
ai probelor de miere si discriminarea mierii pure de cea falsificatd pe baza acestor parametri,
utilizdnd PCA si LDA ca instrumente chemometrice.

Au fost analizate 23 de probe de miere (P, I si D) si s-au determinat urmatoarele variabile:
continuturile de umiditate, cenusa, 5-hidroximetilfurfural (HMF), zaharuri reducatoare (RS) si
zaharozi, aciditatea liberd (FA), activitatea diastazei (DA), 6'*Cy si 6'°Cp.

Falsificarea probelor de miere a determinat cresterea valorilor medii ale continutului de apa
(cu aproximativ 10%), aciditatii libere (FA) (de aproximativ 7 ori), continutului de zaharoza (de
2,6 ori, respectiv 1,7 ori pentru probele I, respectiv D), continutului de HMF (de aproximativ 25
ori, respectiv 18 ori pentru probele I, respectiv D) si A6'*C = 6" Cy— 6"3Cp (de aproximativ 17,
respectiv 15 ori pentru probele I, respectiv D), precum si o scadere a valorilor medii ale
continutului de zahar (cu aproximativ 10%) si activitatii diastazice (de 2,8, respectiv 2,1 ori pentru
probele I, respectiv D) comparativ cu valorile medii ale variabilelor pentru probele P. Valorile
obtinute pentru activitatea diastazei (DA) si continuturile de HMF, RS si zaharoza pentru probele
de miere D s1 I nu s-au Incadrat in intervalele impuse de standardul national.

Pentru tipurile si dozele de siropuri de zahar utilizate 1n acest studiu, falsificarea indirecta a
avut efecte similare cu cele produse de falsificarea directa.

Parametrii fizico-chimici luati in considerare in analiza multivariata au fost: continuturile de
umiditate, cenusi, RS, zaharozi si HMF, FA, DA si A6"*C. Conform PCA, spatiul caracteristic cu
opt dimensiuni a fost redus la unul bidimensional, in care directiile noilor axe au fost definite de
catre vectorii proprii PC1 si PC2.

PC1 si PC2 au explicat 76,3% (54,0% + 22,3%) din variatia totala. Variabilele relevante pe
axa PC1 au fost DA, continutul de HMF, FA, A5 C si continuturile de RS si zaharoza, iar cele
importante pe axa PC2 au fost continutul de umiditate, A6"*C si continuturile de zaharozi si
cenusd. Trei grupuri de miere bine separate (P, D si I) pe directia PC1 au fost obtinute prin
proiectarea probelor de miere pe planul factorial PC1-PC2.
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Pornind de la aceste grupuri predefinite, LDA in trepte a indicat faptul cd cei mai importanti
parametri fizico-chimici discriminatori au fost DA si continuturile de HMF, RS si zaharoza.
Functiile liniare de discriminare si clasificare au fost construite pe baza unui set de date de
antrenament, iar apoi aceste modele au fost validate folosind un set de date de validare. Cazurile
au fost clasificate pe baza celor mai mari valori ale probabilitatii de clasificare posterioarad si
scorului functiei de clasificare. Matricile de clasificare pentru seturile de date de antrenament si
validare au indicat ca 100% din probele de miere au fost atribuite corect grupului lor original.

In consecintd, evaluarea parametrilor fizico-chimici folosind PCA si LDA a fost foarte
eficientd pentru a discrimina Intre mierea purd (P) si cea falsificatd direct (D) si indirect (I). Pe
baza parametrilor fizico-chimici, i.e., DA si continuturile de HMF, zaharoza si RS, orice proba de
miere de salcdm ar putea fi clasificatd simplu si rapid ca pura sau falsificata (direct sau indirect)
utilizand functiile de clasificare obtinute prin aplicarea LDA.

Totusi, studiul are unele limitari, e.g., un numar mic de mostre de miere de salcam, o
similaritate relativa a acestora (toate provenind de la acelasi producétor si fiind produse in aceeasi
perioadd). Analiza ar putea fi extinsa folosind mai multe mostre de diferite tipuri de miere colectate
de la mai multi producétori intr-o perioada mai lunga.

Capitolul 2.2. Efectul solventului de extractie asupra compozitiei si activitatii
antioxidante a extractelor de flori comestibile este structurat in 2 subcapitole, unul referitor la
extractele obtinute din partile aeriene ale plantelor de cicoare (C. intybus), busuioc (O. basilicum)
si salvie (S. officinalis), celalalt 1a extractele obtinute din florile de albastrele (C. cyanus), galbenele
(C. officinalis), hibiscus (H. sabdariffa) si musetel (M. chamomilla). Extractele au fost obtinute
prin macerare cu agitare, utilizand ca solventi de extractie etanol, metanol si doud amestecuri de
etanol si metanol (continand 40% si 60% etanol). Continutul total de polifenoli (7PC), continutul
total de flavonoide (TFC) si procentul de inhibare (P/) al extractelor au fost variabilele selectate
ca raspunsuri ale procesului de extractie. Datele experimentale au fost prelucrate utilizand PCA si
ANOVA cu un singur factor.

Rezultatele prezentate in subcapitolul 2.2.1. Efectul solventului de extractie asupra
compozitiei si activitatii antioxidante a extractelor de busuioc (O. basilicum), cicoare (C.
intybus) si salvie (S. officinalis) au reliefat urmatoarele aspecte relevante:

- in general, extractele obtinute din salvie au avut valori medii semnificativ mai mari ale
TPC0-100 (46,31-61,77 mg GAE/mg DM), TFC0-60 (24,44-34,92 mg QE/mg DM) si PI0-100
(80,45-89,35%) comparativ cu cele preparate din cicoare (24,98-31,41 mg GAE/mg DM, 9,32—
12,51 mg QE/mg DM si 70,28-72,81%) si busuioc (31,70-35,76 mg GAE/mg DM, 19,16-26,02
mg QE/mg DM si 80,45-89,35%);

- extractele obtinute din busuioc au avut valori medii semnificativ mai mici ale 7FC100
(0,97 mg QE/mg DM) decét cele preparate din salvie (24,40 mg QE/mg DM) si cicoare (14,85 mg
QE/mg DM);

- corelatiile dintre TPC, TFC si PI au fost in general semnificative (0,525 < <0,999).

Metanolul si solutiile de metanol extrag in general o cantitate mai mare de compusi bioactivi.
Solventul poate fi eliminat apoi din extract, rezultand o pulbere, care, ulterior, poate fi dizolvata
intr-un solvent ecologic, e.g., etanol.
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Rezultatele prezentate in subcapitolul 2.2.2. Efectul solventului de extractie asupra
compozitiei extractelor de albastrele (C. cyanus), galbenele (C. officinalis), hibiscus (H.
sabdariffa) si musetel (M. chamomilla) au indicat urmatoarele aspecte:

- extractele obtinute din galbenele au avut valori medii semnificativ mai mari ale variabilelor
TPC0-100 (49,13-62,36 mg GAE/mg DM), TFCO0, TFC40 si TFC100 (32,46-34,72 mg QE/mg
DM) decat cele preparate din albastrele (27,26-35,38 mg GAE/mg DM, respectiv 6,46-9,58 mg
QE/mg DM), musetel (30,62-33,84 mg GAE/mg DM, respectiv 7,64-9,98 mg QE/mg DM) si
hibiscus (33,16-35,03 mg GAE/mg DM, respectiv 12,00—13,64 mg QE/mg DM);

- valoarea medie a variabilei TF'C60 pentru extractul de hibiscus (26,76 mg QE/mg DM) a
fost semnificativ mai mare decat valorile medii ale variabilei 7FC60 pentru extractele de galbenele
(18,22 mg QE/mg DM)), albastrele (5,93 mg QE/mg DM) si musetel (5,87 mg QE/mg DM);

- TPCO, TPC40, TPC60, TPC100, TFCO, TFCA40 si TFC100 au fost corelate direct foarte
puternic (0,966 <r < 0,999); exceptand corelatia semnificativa dintre TFC60 si TFCO (r = 0,480),
corelatiile dintre 7F'C60 si celelalte variabile au fost nesemnificative (0,262 < r < 0,405);

- pentru extractele de galbenele, valoarea medie a 7PC obtinutd la extractia cu etanol (62,36
mg GAE/mg DM) a fost semnificativ mai mare decat valorile medii obtinute la extractiile cu
ceilalti solventi (49,13-52,69 mg GAE/mg DM); valoarea medie a 7FC obtinutd la extractia cu
etanol (2,46 mg QE/mg DM) a fost mai mica cu pana la 7% decat cele mai mari valori medii ale
TFC obtinute la extractiile cu metanol (34,51 mg QE/mg DM), respectiv solvent continand 40%
etanol (34,72 mg QE/mg DM)); astfel, etanolul este un solvent eficient pentru extractia compusilor
fenolici din florile de galbenele;

- pentru extractele de musetel, valoarea medie a 7F'C obtinuta la extractia cu etanol (9,98
mg QE/mg DM) a fost semnificativ mai mare decat valorile medii obtinute la extractiile cu ceilalti
solventi (5,87-8,57 mg QE/mg DM); astfel, etanolul este un solvent eficient pentru extractia
flavonoidelor din florile de musetel.

Cercetarile intreprinse pand acum pot fi continuate/aprofundate in viitoare studii.
Principalele obiective/directii de cercetare pe care le vizez in continuare se refera la:

- evaluarea calitatii altor produse alimentare (uleiuri, vinuri) pe baza analizelor specifice
si a chemometriei;

- extractia compusilor bioactivi, e.g., compusi fenolici (acizi fenolici, flavonoide,
cumarine, lignani, taninuri), alcaloizi, glicozide, terpenoizi (monoterpenoizi,
sescviterpenoizi, diterpenoizi, triterpenoizi, tetraterpenoizi), din alte plante comestibile
utilizand diferite tehnici conventionale/neconventionale si programare a experimentelor;

- evaluarea activitatii antioxidante si/sau antimicrobiene a extractelor obtinute si
integrarea acestora in formuldri cosmetice si/sau produse alimentare.
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