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INTRODUCERE

La nivel international, chiar daca preocupadrile privind caracterizarea fizico-chimica cat mai
completd a unui produs sunt intr-un stadiu avansat, utilizarea acestor informatii pentru certificarea
calitatii si naturaletii produselor alimentare, si In particular a produselor derivate din fructe,
reprezintd inca un domeniu de frontiera. Utilizarea si combinarea mai multor variabile analitice —
informatii referitoare la compusii biologic activi (compusi fenolici, acizi organici, aminoacizi),
zaharuri, micro si macronutrientii, amprenta izotopica pentru caracterizarea produselor naturale in
scopul asigurdrii trasabilitatii si autenticitatii acestora, asa cum isi propune prezentul proiect,
reprezinta o problema de un real interes.

Plantele sunt foarte importante deoarece contin substante chimice folosite in industria
farmaceuticd, cosmetica, chimicd dar si alimentatie si agriculturd. Foarte multe plante reprezinta
rezerve deosebite pentru obtinerea uleiurilor volatile, esentelor, aromelor, parfumurilor, rasinilor,
colorantilor, pesticidelor, cauciucului, medicamentelor si altor produse speciale.

Studiile arata cd mai mult de 1500 de substante noi sunt descoperite 1n fiecare an in plante
si multe din substantele utilizate la prepararea medicamentelor au in compozitia lor compusi din
plante. Dar foarte multe plante dispar si astfel se micsoreaza baza genetica a regnului vegetal pe
glob, ceea ce a determinat valorificarea bazei genetice dar si identificarea unor noi surse de obtinere
a metabolitilor de interes.

Un rol hotarator in evolutia plantelor il au compusii primordiali (proteine, glucide si
grasimi) dar pe 1anga acestia se gasesc si produsi secundari cum ar fi: terpenele, steroizii, antocianii,
antrachinonele, fenolii si polifenolii. Produsii secundari se gasesc la unele plante, putind fi
localizati in anumite organe sau tesuturi, Intr-un anumit moment al dezvoltarii plantei sau intr-un
anumit moment de stres termic cand planta este in pericol datoritd prezentei unui daunator.
Obtinerea acestor compusi poate sa nu fie de importanta vitala pentru celulele care ii sintetizeaza,
dar poate avea un rol primordial in cresterea si viabilitatea plantei ca tot unitar.

Plantele rdman principalele surse de extractie ale principiilor biologic active, deoarece
multe substante secundare sunt importante din punct de vedere terapeutic si nu pot fi obtinuti prin
sintezd chimicd, pentru cd au structuri deosebite contindnd atomi chirali de o importantd
primordiald in dezvoltatea plantei.

Consumatorului din ziua de azi, 1 se ofera o mare gama de produse alimentare atat nutritive
cat si non—nutritive care au potentialul de a imbunatati starea de sanatate a populatiei, precum si de

a preveni sau reduce riscul aparitiei sau dezvoltdrii unor afectiuni. In acest context, dieta



diversificata poate fi de o importantd majora, pentru desfagurarea in parametrii normali a functiilor
corpului uman, un rol deosebit revenind alimentelor de natura vegetald, cum sunt fructele. Fructele
reprezinti o componenti importanta in dieta umana. In alimentatia echilibrata se folosesc atét fructe
cat si legume, iar compozitia chimica a acestora in ceea ce priveste substantele bioactive este foarte
asemandtoare. Importanta fructelor si legumelor este recunoscutd inca de la inceputuri de catre
primii oameni care s-au ocupat cu agricultura.

In ultimul timp se acorda o atentie foarte mare alimentelor functionale din materii prime
traditionale si tototdatd se accentueaza identificarea unor markeri relevanti care sa ateste
trasabilitatea si autenticitatea acestor produse, identificarea lor fiind posibila prin metode UHPLC-
MS/MS (Geana et al. 2020).

Pentru a consolida cunostintele despre compozitia chimica si nutritionala a unor alimente
(miere, vin $i castane) si pentru a gasi caracteristici distinctive utile pentru autentificarea acestora
oferind un avantaj economic important s-au urmarit compusii biologic activi (polifenoli totali,
flavonoide totale si activitate antioxidantd) examinati prin metode spectrofotometrice UV-Vis,
profilul compusilor fenolict UHPLC-MS/MS (acizi fenolici, flavonoide), impreund cu un UHPLC-
MS/MS netinta, profilul de screening, profilul glucidic (zaharoza, fructoza, glucoza, maltoza) prin
HPLC-ELSD si compozitia in elemente minerale (Ca, Mg, Na, K, Fe, Pb, Ni, Cu, Cr) prin F-AAS
in soiurile de castan studiate (Ciucure et al. 2022).

Un alt produs alimentar valoros il reprezinta mierea de albine, care utilizata inca de secole
demonstreaza importanta in alimentatia omului, cu efecte benefice inclusiv in domeniul sanatatii

fiin 1n acelasi timp un antibacterian natural.

SCOPUL SI OBIECTIVELE STIINTIFICE ALE TEZEI DE DOCTORAT

Teza de doctorat "Cercetari privind analiza si autentificarea unor produse din productia
de alimente” urmareste identificarea si stabilirea unor markeri de origine prin dezvoltarea si
implementarea unor metodologii de amprentare inovatoare cu aplicatie directd in investigarea unor
alimente traditionale romanesti. Principalul obiect de studiu il reprezintd produsele naturale, cu un
accent aparte pe miere, vin si castane, avand ca scop obtinerea de date referentiale privind profilul
lor compozitional, izotopic si proteic, care in combinatie cu tehnici de analiza statistica multivariata
pot conferi informatii valoroase cu privire la calitatea si autenticitatea produselor.

Ca si obiective principale teza urmareste:



¢ Stabilirea celor mai utilizate metode analitice de autentificare a originii botanice si
geografice a mierii si de identificare a adulterarii in vederea identificarii celei mai eficiente metode
de distingere a fiecarei fraude posibile in special tehnici instrumentale avansate, inclusiv metode
spectrometrice, spectroscopice si cromatografice cuplate cu interpretarea chimiometrica a datelor.

¢ Determinarea compozitiei compusilor fenolici individuali din mierea de albine provenite
din flora roméneascd si utilizarea datelor analitice si a analizei statistice multivariate pentru
diferentierea mierii de albine in functie de origine botanice.

¢ Determinare completa a proprietatile fizico-chimice generale (continutul de apa, °Brix,
conductivitate electrica, aciditatea liberd, pH si continutul de 5-hidroximetilfurfural (HMF)) a
diferitelor tipuri de miere comerciala sau de la distribuitori locali.

¢ Caracterizarea mierilor de albine pe baza compozitiei majore a zaharului (fructoza,

¢ Verificarea autenticitdtii unor mieri de albine comerciale de diferite origini botanice
(salcam, poliflora, miere, floarea soarelui, rapitd si tei), disponibile pe piata, pe baza metodei
plante C4 (ex. trestie si porumb) si confirmarea originii botanice.

¢ Investigarea proprietitilor bioactive (continutul fenolic total, flavonoizi totali si
activitatea antioxidanta) ale diferitelor soiuri de vin rosu si alb roménesc cu diferite perioade de
imbatranire, folosind metode cantitative spectrofotometrice UV-Vis.

¢ Investigarea caracteristicile bioactive (polifenoli totali, flavonoide totale si activitate
antioxidanta) a sase soiuri de castan dulce.

¢ Investigarea profilului polifenolic individual (acizi fenolici, flavonoide), impreund cu
profilul de screening UHPLC-MS/MS netinta a soiurilor de castane analizate pentru a gasi markeri
distinctivi utili pentru autentificarea unui anumit soi de castan.

¢ Investigarea profilului zahdrului (zaharoza, fructoza, glucoza, maltoza) prin HPLC-ELSD
si compozitia elementald (Ca, Mg, Na, K, Fe, Pb, Ni, Cu, Cr) prin F-AAS au fost determinate in
soiurile de castan studiate pentru a completa informatiile despre compozitia nutritionald si bioactiva
a celor sase soiuri.

¢ Studierea influentei anului de recoltare asupra caracteristicilor bioactive si a continutului
de compusi bioactivi specifici din diferite soiuri de castane.

¢ Analiza componentelor principale (PCA) si analiza clusterelor ierarhice (HCA) au fost

utilizate pentru a face distinctia intre diferitele soiuri dulci cultivate In Romania.



¢ Utilizarea izotopilor stabili ca markeri de origine 1n studiul calitatii si autenticitatii mierii
de albine si a fructelor de castan si analiza statisticd multivariatd aplicata parametrilor rezultati

¢ Stabilirea de tehnici noi si precise pentru caracterizarea compozitionald a mierii de albine
esentiale datorita calitatilor lor nutritive si terapeutice, prin dezvoltarea unei metode analitice
inovative ce va permite verificarea obiectiva a calitafii, autenticitatii si trasabilitatii produselor
alimentare

Elementele de noutate ale tezei de doctorat intitulatd “Cercetari privind analiza si
autentificarea unor produse din productia de alimente” constau in abordarea prin metode stiintifice
avansate a compozitiei fizico-chimice a produselor alimentare (miere de albine, vin si castane),
metode ce conduc la stabilirea autenticitatii acestora si la posibilitatea de identificare a falsificarilor
in domeniu. De asemenea noutatea tezei mai consta si in dezvoltarea unei metode de identificare si
cuantificare a compusilor fenolici (UHPLC-MS/MS), stabilindu-se parametri adecvati metodei

(recuperare, precizie, liniaritate si validare).

1. METODOLOGIILE CURENTE DE AUTENTIFICARE SI CONTROL ALE

PRODUSELOR ALIMENTARE

In timpul productiei si marketingului global actual, autentificarea alimentelor este o
problema importanta pentru a asigura calitatea alimentelor (Aung, 2014). Prevenirea fraudelor in
sectorul alimentar si promovarea unui produs autentic este esentiald pentru a asigura succesul
comercial al produselor agroalimentare de mare valoare pe pietele interne si internationale.
Practicile frauduloase, cum ar fi inlocuirea componentelor initiale ale produsului cu substituenti
si profitabilitatii producatorilor onesti. Cu ingrijorare fatda de autenticitatea alimentelor,
europarlamentarii au introdus mierea pe lista produselor care sunt cele mai expuse riscului de
frauda alimentard, Tn majoritatea cazurilor prin adaugarea de zaharuri, precum si prin declaratia
falsa de botanica. sau de origine geografica. Prin urmare, trasabilitatea perfecta este esentiald pentru
miere pentru a asigura un sector apicol echitabil si durabil.

In acest sens, Comisia Europeand, cu sprijinul stiintific al JRC-Institutul pentru Materiale
si Masuratori de Referinta (JRC-IRMM), a organizat recent un plan de control al detectarii fraudei
pentru pietele UE (European Commission, 2015b), dezvéluind ca 19% din mierea testata (din
aproape 2200 analizate) nu indeplinea criterii importante pentru miere. Principalele neconformitati
identificate au fost: metode de prelucrare incompatibile sau conditii de depozitare inadecvate,

identificate pe baza investigatiilor fizico-chimice (2%); declaratie falsa de origine botanica (7%) si



geografica (2%), identificata pe baza analizei polenului; alterarea zaharului pe baza de adaos de
zahar exogen (6%); alte aspecte de etichetare (2%). 40% din probele de miere investigate, dovedite
a fi in conformitate cu testele preliminare efectuate, au fost supuse analizei JRC-IRMM EA/LC-
IRMS pentru a detecta eventuala adaugare a anumitor siropuri de zahar in miere. Rezultatele
planului de control coordonat prezentat in raportul final al JRC indica faptul ca 14 % din probele
de miere verificate nu au indeplinit criteriile de puritate (European Commission, 2016).

Conform Directivei Consiliului  Uniunii  Europene 2001/110/CE (Directiva Consiliului
2001/110/CE, 2001) si FAO/OMS Codex Alimentarius (Codex Stan 12-1981, 1981a), mierea este
definita ca un produs dulce natural de Apis melifera albinele rezultate din nectarul plantelor sau din
excretiile plantelor, pe care albinele le colecteaza, se combina cu substante specifice proprii si se
depun in fagure pentru maturare. Dupa originea provenientei, mierea se clasifica in: uniflora (ex.
rapitd, salcdm , tei , floarea soarelui) sau poliflora (provinta din nectarul mai multor tipuri de flori)
miere si miere de padure sau miere de miere (care provine in principal din secretia altor tipuri de
flori). parti de plante, in combinatie cu flora forestiera (Soares S., 2017).

Pe langa arome si valori nutritionale, una dintre cele mai valoroase calitati ale mierii este
potentialul terapeutic, mierea fiind folositd de secole pentru tratarea diferitelor boli umane si, de
asemenea, pentru promovarea unui stil de viata sandtos prin consumul de miere (Bogdanov, 2008).
Astfel, mierea folositd Tn acest scop ar trebui sa contind diferiti compusi bioactivi (de exemplu,
compusi fenolici , acizi organici, compusi volatili, vitamine, aminoacizi) cu potential antioxidant
si capacitati de promovare a sanatatii, precum protectia inimii, reducerea cancerului si scaderea
sistemului imunitar, si controlul diferitelor procese inflamatorii (Khan et al., 2018). Din pacate, ca
si alte produse alimentare nutritionale si medicale de inaltad calitate, cu un pret destul de ridicat,
mierea este adesea supusa falsificarii directe sau indirecte cu siropuri de zahdr ieftine, ceea ce duce
la deteriorarea amprentelor constituentilor bioactivi (Soares S., 2017).

Au fost propuse diferite metodologii pentru detectarea incorporarii directe a substantelor
straine (siropuri de zahar) Tn miere sau a falsificarii indirecte a mierii (hranirea albinelor cu zaharuri
industriale) (Ulberth, 2016). Aceste abordari includ determinarea unor caracteristici specifice care
sunt importante Tn evaluarea calitatii mierii si, implicit, a autenticitatii acesteia (de exemplu, analiza
polenului, analiza organolepticd, umiditatea, conductibilitatea electrica, aciditatea libera,
activitatile diastaza si invertaza, continutul de prolina ) (Guler et al., 2007), profiluri de carbohidrati
(Cordella et al., 2005a; A. Morales et al., 2018; Wang et al., 2015), RMN amprente (Bertelli et al.,
2010a; Spiteri et al., 2015b), rapoarte stabile ale izotopilor (Simsek et al., 2012a; Tosun, 2013a).

Unii cercetdtori au subliniat ca constituentii minoritari ai mierii (responsabili pentru potentialul ei



terapeutic), au fost folositi pentru a caracteriza sursa florald de miere, permitand o discriminare
clard (R. Dong et al., 2011; Stanimirova et al., 2010a). Alternativ, identificarea unui compus marker
pentru fiecare miere monoflorald reprezintd o cale importantd pentru autentificarea unor mieri
valoroase (Pita-Calvo & Vazquez, 2018; J. Zhou et al., 2014).

Evaluarea statisticd multivariatd a datelor analitice este absolut necesarda pentru a dezvolta
metodologii fiabile care vor fi utilizate pentru controlul autenticitdtii mierii. Instrumente statistice
precum analiza variantei (ANOVA), analiza componentelor principale (PCA), analiza clusterului
(CA), regresia componentelor principale (PCR), analiza discriminanta in trepte (SDA), analiza
functiei discriminante (DFA), liniara partiald a celor mai mici patrate analiza discriminantd (PLS-
LDA), regresie partiala cu cele mai mici patrate (PLSR), masini vectori cu suport cel mai mic patrat
(LS-SVM), regresie liniara multipld (MLR), sistem de inferentd neuro-fuzzy adaptiv (ANFIS),
testul diferentelor cele mai putin semnificative ( LSD) si retelele neuronale artificiale (ANN), au
fost utilizate pentru evaludrile autenticitatii mierii (Amiry et al., 2017b; Li et al., 2017a; Oroian,
Ropciuc, et al., 2018a).

Obiectivul acestui studiu a fost acela de a prezenta o trecere in revista a metodelor analitice
de autentificare a originii botanice si geografice a mierii si de identificare a adulterarii in vederea
identificarii celei mai eficiente metode de distingere a fiecdrei fraude posibile. In contextul
autenticitatii mierii au fost evidentiate studii de caracterizare si clasificare a diferitelor mieri
botanice romanesti si sunt sugerate investigatii ulterioare care ar identifica cea mai bund metoda

antifrauda pentru detectarea si eliminarea practicilor interzise in procesele de productie a mierii.
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Figura 1. Tipuri de falsificare a mierii, adulterantii tipici gasiti in miere, tehnicile de detectare si
markerii specifici pentru fiecare tip de falsificare.

2. Profilul compusilor fenolici si proprietitile biochimice ale mierii in relatie cu sursele

florale din care provin

Mierea este produsa si prelucrata de albinele melifere (Apis mellifera) din nectarul si mierea
plantelor. Astfel, mierea poate fi consideratda un produs natural care contine predominant un
amestec complex de carbohidrati si cantitati mici de alti constituenti, inclusiv minerale, proteine,
vitamine, acizi organici, compusi fenolici, enzime si alte substante fitochimice (Bertoncelj et al.
2011; Machado De-Melo et al. 2018). Compusii fenolici, in principal acizii fenolici si flavonoidele,
au fost recunoscuti ca constituentii majori responsabili pentru proprietatile de promovare a sandtatii
ale mierii, inclusiv antimicrobiene, antiinflamatorii, antimutagene, antitumorale, antivirale,
activitate antioxidantd si multe alte efecte asupra sdnatitii umane (Khan et al. 2018). Potentialul
mierii este asociat cu capacitatea antioxidantd impotriva radicalilor liberi de oxigen, astfel Incat
mierea este bine cunoscuta ca un antioxidant alimentar natural (Meo et al. 2017).

Identificarea si cuantificarea compusilor fenolici din miere prezintd un mare interes deoarece
acestia aduc o contributie semnificativa la bioactivitatea totald a mierii, concentratia lor reflectand
calitatea mierii si fiind responsabili pentru culoarea, caracteristicile senzoriale si activitatea

antioxidanta a acesteia (Ciulu et al. 2016). Existd o literaturda abundentd. privind evaluarea



capacitatilor antioxidante ale mierii uniflore la nivel mondial (Moniruzzaman et al. 2012; Petretto,
Cossu, and Alamanni 2015). Aceste contributii descriu, de asemenea, corelarea cu unii parametri
spectrofotometrici, cum ar fi totalul polifenolic si total flavonoid, culoarea si profilul fenolic
cromatografic (Can et al. 2015; Marghitas et al. 2009).

In ultimii ani, numeroase studii au investigat amprentele de acid fenolic si flavonoide ale
diferitelor tipuri de miere pentru a identifica compusi specifici care pot fi utilizati ca markeri florali
pentru a discrimina originea florald a mierii (Consonni and Cagliani 2015; Gasi¢ et al. 2015; Kaskoniené
and Venskutonis 2010). Identificarea acestor compusi fenolici pare a fi una dintre cele mai
promitatoare tehnici de determinare a originii florale a mierii, deoarece aceste fitochimice depind
in principal, de originea florald a plantelor melifere (Bertoncelj et al. 2011), pe langa originea din
propolis (Keckes et al. 2013; da Silva et al. 2013). Se practica asocierea profilului fenolic al mierii
cu analiza polenului si alte analize fizico-chimice (Can et al. 2015; da Silva et al. 2013). Acidul
elagic si pinocembrina au fost identificati ca markeri florali pentru mierea poliflord belgiana
(Jasicka-Misiak et al. 2012), in timp ce kaempferolul, morinul si acidul ferulic au fost utilizati ca
markeri florali pentru a distinge mierea de rapitd chineza (Zhou et al. 2014). Bertoncelj el al.
(Bertoncelj et al. 2011) si Oroian si colab. (Oroian and Ropciuc 2017) nu au indicat niciun compus
specific care sa fie utilizat ca marker pentru determinarea originilor florale ale diferitelor tipuri de
miere slovena si romaneasca.

Determinarea profilului fenolic al mierii este o abordare complexa, de aceea este esentiala
dezvoltarea tehnicilor de separare si detectie care sa permitd determinarea fara ambiguitate a
numerosi compusi. Procedurile analitice utilizate pentru determinarea polifenolilor din miere
implicd extragerea acestora din matricea de miere si separarea lor cromatografica urmata de
cuantificare (Pascual-Maté et al. 2018). Numeroase studii asupra acizilor fenolici si flavonoizilor
din miere s-au concentrat pe extractia compusilor fenolici din miere folosind Amberlite XAD- 2
rasini (Mattonai et al. 2016; Zhao et al. 2016), proceduri de extractie in faza solida (SPE) cu cartuse
comerciale (Bond Elut octadecyl C18, Sep-Pak RP C18, Oasis HLB si Strata-X) (Moniruzzaman
et al. 2012; Sergiel, Pohl, and Biesaga 2014; Zhou et al. 2014) sau metode de extractie lichid-lichid
(Karabagias et al. 2014; Kivrak and Kivrak 2017) Inainte de identificarea si cuantificarea acestora.
Cromatografia de lichide (LC) este considerata a fi cea mai utild tehnicd de separare pentru analiza
polifenolilor din miere, inclusiv HPLC-DAD (Campone et al. 2014; Jasicka-Misiak et al. 2012; Oroian
and Ropciuc 2017) si HPLC-MS pentru masuratori cantitative (Gasi¢ et al. 2014; Keckes et al. 2013;
Zhou et al. 2014).



Pentru modelarea statistica a datelor analitice, tehnicile chimiometrice au fost acceptate pe
scard larga drept cele mai puternice instrumente de caracterizare si clasificare a mierii in functie de
originile florale, dintre care analiza componentelor principale (PCA) (Gasi¢ et al. 2015; Keckes et
al. 2013), analiza discriminarii partiale cu cele mai mici patrate (PLSDA) (Gasi¢ et al. 2014),
analiza discriminanta liniara (LDA) (Bertoncelj et al. 2011) si analiza gruparii ierarhice (HCA)
(Shen et al. 2018) sunt utilizate in mod obisnuit.

Comisia Europeand a recomandat crearea unor baze de date cu date fiabile ale caracteristicilor
diferitelor tipuri de miere (European Commission 2015). In consecinti, scopul acestei cercetiri a
fost de a studia profilul compusilor fenolici (acizi fenolici si flavonoide) si proprietatile bioactive
(continutul total de fenolici (TP), continutul total de flavonoizi (TF) si activitatea de captare a
radicalilor DPPH) ale mierilor uniflorale pure (salcam si rapitd), poliflore, miere de mana si miere
mixtd romaneascd in relatie cu plantele florale vizitate de albine, astfel incat sa contribuie la
autentificarea mierii. A fost examinata posibilitatea verificarii originii florale a amestecurilor de
miere pe bazd de compusi fenolici specifici, folosind metode statistice multivariate. Au fost
identificate variabilele care discrimineaza diferite probe de miere pura si au fost dezvoltate modele
de succes pentru predictii ulterioare.

In acest studiu, cuantificarea acizilor fenolici si a flavonoizilor din miere a fost realizata prin
tehnica UHPLC-DAD-ESI/MS dupa o etapd preliminara de izolare a compusilor de interes din
matricea de miere. Un total de 31 de compusi rezultati din polen, propolis si nectar de flori au fost
identificati in probe de miere si 24 dintre acestia au fost cuantificati prin compararea timpilor de
retentie si a spectrelor MS cu standardele disponibile. Figura 13 prezintd o cromatograma
reprezentativa a varfului de baza a solutiei standard de compusi fenolici (A) si extract apos de miere

de rapitd (B).
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Figura 13: Cromatograma picurilor de baza a solutiei standardelor de compusi fenolici (A)
si a extractului apos din miere de rapita (B): 1- acid galic, acid 2-3,4-dihidroxibenzoic, 3-
catechind, 4-acid 4-hydroxibenzoic, 5- acid clorogenic, 6-epicatechind, 7-acid cafeic, 8-acid
syringic, 9-acid p-coumaric, 10-acid ferulic, 11-naringin, 12-rutin, 13-hesperitin, 14-t-resveratrol,
15-acid t-cinnamic, 16-myricetin, 17-quercetin, 18-kaempferol, 19-isorhamnetin, 20-apigenin,
21-pinocembrin, 22-galangin, 23-chrysin, 24-pinostrobin, 25-rhamnetin, 26-acid abscisic, 27-
eriodictyol, 28-sakuranetin, 29-alpinetin, 30-pinobanskin, 31-3-O-acetat pinobanskin, 32-luteolin.

Din cei 24 de compusi tintd, doar 17 au fost identificati si cuantificati in toate probele de
miere studiate, opt acizi fenolici (acizii 3,4-dihidroxibenzoic, p-hidroxibenzoic, clorogen, cafeic,
siringic, p-cumaric, ferulic si #-cinamic) si noud flavonoide (rutin, quercetin, kaempferol,
izoramnetin, apigenin, pinocembrin, galangin, crizin, pinostrobin), in timp ce catechina si
epicatechina au fost gasite in cantitate neglijabild in miere, mierea poliflora si de rapitd, iar acidul
galic a fost gasit In cantitate neglijabild in floarea soarelui si in mierea de mand. Naringin,
hesperitin, miricetin si #-resveratrolul nu au fost identificate. In absenta standardelor, identificarea
altor compusi din extractul de miere s-a bazat pe cautarea moleculei deprotonate, [M — H] si
literatura de specialitate (Biesaga and Pyrzynska 2009; Gasi¢ et al. 2015). Cautarea exactd a masei
folosind biblioteca de referintd ChemSpider ne-a permis sa identificdim ramnetinul, acid abscisic,

luteolinul, pinobanskinul si 3-O-acetylpinobanksin in toate probele de miere studiate. Eriodictyol



a fost identificat doar la mierea de rapita, in timp ce sakuranetinul si alpinetinul au fost identificate
in mierea de salcam si rapita.

Printre numerosii constituenti antioxidanti, compusii fenolici ar putea fi identificati ca
componente care reprezintd capacitatea antioxidantd reducatoare totala a probelor de miere
investigate. Mierea de mana a prezentat un continut total mai mare de polifenolici, continut total
de flavonoizi si valori medii ale capacitatii antioxidante reducatoare — DPPH, in comparatie cu
celelalte mieri florale.

Valorile medii ale TP si TF au fost usor mai mari decat cele raportate pentru mierea
romaneasca de salcam, rapita si miere (Bobis et al. 2008; Dobre et al. 2014; Marghitas et al. 2009),
mierea poliflora sarbeasca (Gasi¢ et al. 2014), mierea de salcAm malaeziana (Chua et al. 2013) si
mierea poliflorald, de miere si de salcam din Burkina Faso (Meda et al. 2005). Chiar daca probele
de miere investigate sunt probe vechi, proprietatile bioactive sunt in intervalul natural de variatie,

starea de depozitare afectand doar intr-o masura minora potentialul terapeutic al mierii (Chua et al.

2013).

Tabelul 1. Matricea de corelatie intre profilul compusilor fenolici ai mierii si proprietatile

bioactive
> Acizi fenolici ) Flavonoide TP TF DPPH
> Acizi fenolici 1.0000
> Flavonoide -0.3081 1.0000
TP 0.3082 -0.2845 1.0000
TF 0.5616 0.1430 0.7512 1.0000
DPPH 0.4943 -0.1691 0.9093 0.9150 1.0000

Analiza PCA permite reducerea dimensiunii datelor, ardtand gruparea in doud grupe
principale, miere colorata (miere si poliflora) si miere mai putin coloratd sau necolorata (salcam si
rapitd) (Fig. 2A). Ciorchinii de mostre de miere de salcdm si rapitd se suprapun partial, dar o
anumita separare poate fi observata si aici. Mierea in amestec cu nectarul si/sau polenul din alte
surse florale se pot distinge de mierea de salcdm sau de rapitd pura, mai putin la mierea AR, AT si
RFT, la care, probabil, procentul de impuritdti din mierea de rapitad este foarte scazut. S-a realizat
o diferentiere clard a mierii RS si RA de mierea de rapitd, indicdnd prezenta unor cantitdti
suplimentare de compusi fenolici in mierea de rapitd contaminatd, comparativ cu mierea de rapita

pura.
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iRh-isorhamnetin, Ap-apigenin, Pinc-pinocembrin, Ga-galangin, Ch-chrysin,
Pinc-pinostrobin

Figura 2: (A) Graficul scorurilor analizei componentelor principale (PCA) care arata
separarea intre tipurile de miere; (B) distributia variabilelor generate dintr-un PCA cu matrice de
corelatie.

Rezultatele noastre au aratat ca kaempferolul, quercetinul, izoramnetin, rutin si apigenin ar

putea fi sugerate ca markeri florali pentru mierea de rapitd, in timp ce acizii ferulic si p-
hidroxibenzoic reprezintd markeri florali ai mierii de salcdm, acizii p-cumaric si clorogenic
caracterizeazd mierea poliflora, in timp ce acizii 3,4-dihidroxibenzoic, siringic si #-cinamic
impreuna cu proprietatile bioactive TP, TF si DPPH % sunt reprezentative pentru mierea de mana
(Figura 2B).

In special, acidul cafeic si flavonoidele precum crizina, galangina, pinocembrina si
pinostrobina sunt considerate componente semnificative care pot fi utilizate pentru a discrimina
mierea de rapitd contaminatd cu nectar si polen din alte surse florale. S-au obtinut rezultate
relevante pentru discriminarea originii florale a mierii pentru mierea de rapitd contaminatd cu

nectar si polen provenind din alte surse florale, cum ar fi catina.

3. Evaluarea mierii din punct de vedere al calititii si autenticitiatii pe baza modelului
fizico-chimic, a compozitiei majore a zahirului si a amprentei 6°C
Mierea este definitd ca substanta dulce naturald produsd de albinele melifere (Apis
mellifera), din nectarele si exsudatia plantelor (Codex Stan 12-1981, 1981b) care poseda multiple
proprietati terapeutice, precum antibacteriene, prebiotice, antioxidante si antimutagene (Meo et al.,

2017b). Acest produs natural este o solutie apoasa de zahar suprasaturat, compusa in principal din



fructoza si glucoza si alti constituenti minori, cum ar fi acizi organici, aminoacizi, proteine,
minerale, vitamine, lipide, compusi aromatici, flavonoide, vitamine, pigmenti, ceard, boabe de
polen. , mai multe enzime si alte substante fitochimice (Amiry, Esmaiili, & Alizadeh, 2017; de
Almeida-Muradian et al., 2013; URAN, AKSU, & DULGER ALTINER, 2017). Proprietitile si
compozitia mierii depind de tipul de flori de la care albinele colecteaza nectarul, originea
geografica si conditiile climatice, precum si practicile de apicultura, maturitatea mierii, conditiile
de prelucrare si depozitare (de Almeida et al., 2016a; El Sohaimy et al., 2015b; Kukurova et al.,
2008).

Pe langa proprietatile naturale valoroase, mierea este folosita ca Indulcitor intr-un numar
mare de produse alimentare procesate, dar valoarea sa de piatd este semnificativ mai mare decat
alti indulcitori utilizati In mod obisnuit, cum ar fi siropurile de zahar rafinat din porumb, trestia de
zahdr, sfecla de zahar si siropurile. de origine naturald (orez, fructe, struguri) (Amiry et al., 2017b).
Asadar, pentru castiguri economice, exista tentatia de a adultera mierea prin diluare cu siropuri
industriale ieftine de zahar (care simuleaza profilul glucidic al mierii), afectand astfel negativ nu
doar alimentatia si sdnatatea consumatorilor, ci si apicultorii cinstiti din cauza impactului. a acestei
fraude asupra economiei si pietei (M. F. Cengiz, Durak, & Ozturk, 2014). Astfel, falsificarea mierii
este o falsificare motivatd economic pentru castig financiar. Intr-un top zece produse alimentare
care prezintd cel mai mare risc de fraudd, mierea ajunge pe locul sase, subliniind cd mierea este
foarte vulnerabild la frauda alimentara. Pe langa falsificarea mierii cu siropuri de zahdr, urmarirea
originilor botanice si geografice ale mierii reprezinta probleme importante de autenticitate (Jandri¢
et al., 2017; Karabagias, Louppis, et al., 2018). Astazi, garantarea autenticitatii si calitatii mierii a
devenit o problema foarte imperativa pentru piata internationald a mierii (procesatori, detailist si
apicultori), autoritatile de reglementare si consumatorii, $i, prin urmare, stabilirea unei proceduri
analitice cuprinzdtoare pentru detectarea falsarii mierii este o necesitate (Cinar et al., 2014;
Sobrino-Gregorio et al., 2017).

Regulamentul UE prevede criterii generale de calitate pe care trebuie sa le Indeplineasca
mierea, precum caracteristici organoleptice (aspect, culoare, gust, consistentd, aroma si aroma) si
parametri fizico-chimici de compozitie (continut de zaharuri, continut de umiditate, substante
minerale, aciditate, vitamine, acizi anorganici, proteine, prolind, activitate enzimatica,
conductivitate electrica, continut de hidroximetilfurfural (HMF)) (Directivea Consiliului European
2001/110/EC, 2002).

In ultimii ani, s-au ficut mai multe eforturi pentru a aborda autenticitatea, trasabilitatea si

calitatea intrinseca a mierii prin aplicarea tehnicilor statistice multivariate pentru prelucrarea



diferitelor tipuri de date analitice. Rezumand cercetarile 1n aceasta directie, detectarea adulterarii
mierii in ceea ce priveste adaugarea de siropuri de zahar nu este usor de realizat. In acest sens, au
fost exploatate diferite tehnici analitice, inclusiv cromatografia (TLC, cromatografia in strat
subtire; HPLC, cromatografia lichida de inaltd performantd; GC, cromatografia in gaz; HPAEC,
cromatografia cu schimb anionic de naltd performantd) (Cordella et al., 2005b; Puscas et al.,
2013b; Ruiz-Matute, Weiss, et al., 2010), rezonantd magneticd nucleard (RMN) (Bertelli et al.,
2010c), spectrometrie de masa cu rapoarte izotopice (IRMS) (Simsek et al., 2012b; Tosun, 2013b;
Vetrova et al., 2017).

SCIRA (Analiza Rapoartelor Izotopilor Stabile de Carbon) reprezinta metoda standardizata
capabila sa detecteze falsificarea mierii cu siropuri din trestie de zahar sau porumb si se bazeaza pe
faptul ca plantele au rapoarte distincte ale izotopilor de carbon care sunt produse prin diferite cicluri
de fotosinteza. Existd un acord general ca plantele cu ciclul fotosintetic Calvine Benson (plante C3:
sfecld, grau, struguri, fructe, plante melifere) au valori 613C de la -22%o la -32%o, iar plantele cu
ciclul fotosintetic Hatch-Slack ( Plantele C4: porumb, trestie) au valori de la -9%o la -18%o (Vetrova
etal.,2017). Aceste diferente n raporturile izotopice sunt folosite pentru a detecta mierea falsificata
cu siropuri de zahdr care provin din plante C4. Deoarece albinele produc in principal miere din
plante C3, probele de miere cu valori 613C mai mici de -23,5%o ar putea fi suspecte (Simsek et al.,
2012). Pentru a stabili gradul de adulterare cu siropurile de zahar C4 este necesarda determinarea
valorii 813C a proteinelor extrase din miere. Chiar dacd valoarea 613C a fractiei de miere se
modifica odatd cu addugarea de zahar, valoarea 613C a fractiei de proteine nu va fi afectata, iar
diferenta dintre aceste doud fractii va creste. Diferenta minima de 13C intre miere si extractul
proteic asociat este de asteptat sa fie de -1,0%o, ceea ce corespunde la 7% zahar addugat (M. F.
Cengiz et al., 2014; Cinar et al., 2014). In schimb, 513C ca parametru unic nu este potrivit pentru
a detecta adaosul de sfecld de zahar la miere, deoarece sfecla si plantele melifere apartin aceleiasi
familii de plante (plante C3) si, prin urmare, valoarea maxima a §13C in miere este anticipatd a fi
de -23,5%o (Cinar et al., 2014).

Aceste instrumente analitice sofisticate sunt consumatoare de timp si costisitoare, fiind
folosite pentru a detecta falsificarea mierii doar in laboratoare de renume. Sunt disponibile mai
multe metode accesibile, desi aceste metode necesita sistematizare si validare ca o parte importanta
a evaludrilor autenticitatii (de Almeida et al., 2016b). In acest sens, caracteristicile chimice ale
mierii, in combinatie cu analiza statisticd multivariata, s-au dovedit a fi capabile sa clasifice mierea
in functie de originile geografice si botanice si eventuala falsificare. Parametrii fizico-chimici

precum umiditatea, cenusa, pH-ul, aciditatea totala, conductivitatea electricd, numarul de diastaza,



continutul de prolind, suma de fructoza si glucoza, raportul fructoza/glucoza, continutul de HMF
sunt luati in considerare pentru a determina autenticitatea si calitatea mierii (Amiry et al., 2017,
GULER, BAKAN, NISBET, & YAVUZ, 2007; KIVRAK et al., 2016; Popek, Halagarda, & Kursa,
2017; URAN et al., 2017). Noua tendintd in autentificarea mierii se concentreazd pe dezvoltarea
unor metode analitice alternative precum metodele spectroscopice (Spectroscopie in infrarosu
apropiat (NIR), Spectroscopie 1n infrarosu mediu (MIR) si RAMAN) (Li et al., 2017a; Oroian,
Ropciug, et al., 2018a; Rios-Corripio et al., 2012), care permit un screening rapid, reducand timpul
si restrictiile financiare. Mai mult, pentru a obtine rezultate concludente pentru o proba ar fi necesar
sa se utilizeze rezultatele obtinute prin aplicarea combinatiei mai multor dintre aceste tehnici.

Comisia Europeana (European Commission, 2016) a recomandat dezvoltarea sau
construirea de baze de date cu informatii privind anumiti parametri fizico-chimici pentru mierea
pure, precum si pentru siropul obisnuit de zahar si produsele pentru hranirea albinelor utilizate
pentru stimularea familiilor de albine in perioadele acceptate. In consecinta, scopul acestui studiu
a fost acela de a studia caracteristicile fizico-chimice, continutul major de zahdr si amprenta
izotopica 013C a mierii de la apicultori si a mierii comerciale de diferite origini botanice (salcam,
poliflora, mana, floarea soarelui si tei) si diferite tipuri de siropuri industriale de zahar, astfel incat
sd poata contribui la imbunatatirea procesului de autenticitate a mierii. Au fost comparate
capacitatile parametrilor fizico-chimici generali (aciditate, pH, conductivitate electrica, indice de
refractie, Brix, continut de umiditate, continut de HMF), compozitia majora a zaharului si amprenta
izotopica 613C pentru a face distinctia Intre mierea pure si cea adulteratd, evidentiind avantajele si
limitdrile fiecareia. Rezultatele analitice au fost prelucrate prin analiza statistica multivariata pentru
a distinge alterarea unor probe de miere in raport cu adaugarea de siropuri de zahar sau
nerespectarea standardelor de calitate.

Datele izotopice §'°C (8"*CH and §'*CP) impreund cu parametrii calculati (continutul de
zahir C4, C4% si diferenta dintre §'3CP - §'3CH) ai probelor investigate au fost prelucrate folosind
metoda de grupare ierarhica a lui Ward cu distantele euclidiene ca masura a disimilaritatii, in pentru
a grupa mostrele pe categorii. La un nivel de diferentd de 60%, dendrograma (Figura 3) prezinta
gruparea mierii in grupe separate, cu Grupa 2 si Grupa 3 care se referd la mierea pure, in timp ce
mierii adulterate au fost grupate separat in functie de gradul de alterare. .

Mierea adulterata se referd la mierea cu continut de zahar C4 care depaseste limita maxima de 7%,
astfel: mierea R3 cu 46,19% zaharuri C4, mierea A6 cu 23,78% zaharuri C4 si mierea A8, C10 si
C11 cu 12,26%, 16,73% si 16,73% s1 % continut de zahar C4, respectiv. Mierea R8 cu continut de

zahar C4 de 9,30% a fost grupata ca miere purd, acest procent de falsificare fiind foarte aproape de



limita maxima. Mierii identificate ca mieri adulterate corespund Grupului 1 si Grupului 4 definit

prin diferenta dintre '*CP - §'3CH, cu valori in afara intervalului permis.
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reprezentate prin variabile izotopice, obtinute prin metoda de grupare ierarhica a lui Ward (HCA).

Metoda de analiza a raportului izotop al carbonului stabil (SCIRA) este o tehnicad puternica
pentru detectarea mierii adulterate cu zaharuri C4 (porumb sau trestie), dar nu este capabila sa
detecteze mierea care nu respectd standardele de calitate. De asemenea, metoda SCIRA nu este
capabild sa detecteze falsificarea mierii cu siropuri de zahar din surse C3 (sfecla, grau, orez etc.),
acest tip de falsificare a mierii fiind identificatd prin analiza unor compusi specifici prezentati ca
impuritati rezultate din siropurile de zahar (Du et al. 2015; Xue et al. 2013) sau prin analiza valorilor
AS"3C intre fructozi si glucozi din miere si analiza valorilor §°H a mierii (Luo et al. 2016).

Pentru a putea face diferenta intre mierile cu origini botanice diferite si pentru a identifica
markeri specifici, la datele analitice obtinute au fost aplicate metode statistice multivariate. Mierile
care au fost identificate ca adulterate cu zaharuri C4 au fost excluse din aceasta diferentiere. Analiza
componentelor principale (PCA) a fost efectuata ca o analiza exploratorie a datelor si a rezultat in
doud componente principale care explica 46,01 % din variatia totald a datelor. Prima componenta
principala (PC1) a reprezentat 27,23 % din variabilitatea totald a datelor, in timp ce a doua a

reprezentat 18,78 % (Figura 4).
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Figura 4: Diagrama procentelor din analiza componentelor principale (PCA) care arata separarea
intre tipurile de miere.

Probele de miere de salcam, rapita si mana au fost grupate separat, prezentand o variabilitate
internd micd, in timp ce rapita cu floarea-soarelui si tei cu miere poliflora au fost suprapuse indicand
o compozitie similara. Mierile comerciale analizate in acest studiu par sa fie de origine botanica de
salcam, poliflora sau melifera, datoritd suprapunerii lor cu regiunile corespunzatoare din spatiul de
scor PC1-PC2. Probele de mieri mixte au fost reprezentate astfel: M1 (declarat de apicultori ca
salcam cu alte impuritati florale) a fost grupat in regiunea salcamului, M2 (declarat ca miere
poliflora cu cantitate mica de mand) si M3 (declarat salcam cu surse florale) au fost grupate in
regiunea poliflora/mana, in timp ce M4 (declarat ca rapita cu surse florale de tei) si M5 (declarat
ca rapita cu surse florale poliflore) au fost situate intre rapitd si regiunea tei/poliflora. Dintre
parametrii investigati, amprenta izotopicd 8'*C, continutul de fructoza (F) si apd (W) si raportul
F/G sunt markeri specifici pentru mierea de salcam; Continutul de glucoza (G), continutul de F+G,
raportul G/W, pot fi considerati markeri pentru mierea de rapita si floarea soarelui, in timp ce
conductivitatea electrica (EC), pH-ul, °Brix si aciditatea au caracterizat mierea de mana. Astfel,
parametrii fizico-chimici generali, compozitia majord a zahdrului si amprenta izotopici §'*C
cuplata cu analiza statisticd multivariatd ar putea fi instrumente promitatoare pentru trasabilitatea
botanica a mierii, asa cum au aratat alte studii (Dinca et al. 2014; Oroian, Ropciuc, Paduret, et al. 2017;
Oroian, Ropciuc, and Buculei 2017). Explorarea unui set mai mare de mostre cu diferite origini florale

in studiile viitoare va permite validarea si predictia modelului.



4. Caracterizarea si clasificarea vinurilor pe baza determinéarii spectrofotometrice a
proprietatilor bioactive ale vinului

Societatea modernd incurajeaza consumul de alimente care pot trata si preveni diferite boli
si pot creste longevitatea, cum ar fi alimentele si bauturile bogate In compusi antioxidanti
(Tarapatskyy et al., 2019; Wurz, 2019). Vinul este una dintre cele mai vechi bauturi si a fost folosit
ca medicament din cele mai vechi timpuri in numeroase tiri. In Franta, s-a concluzionat ci un
consum moderat de vin duce la o ratd scazutd a mortalitatii din cauza bolii cardiace ischemice si la
prevalenta altor factori de risc, cum ar fi fumatul (Paradoxul francez) (Renaud & de Lorgeril, 1992).

Calitatea vinurilor este dictata de culoarea, mirosul si gustul acestuia, mai degraba decat de
continutul de compusi bioactivi (Stratil et al., 2008). Din punct de vedere chimic, vinul este o
solutie hidroalcoolicd (~78% apd)) cu o mare complexitate chimica, incluzdnd numerosi
constituenti fitochimici bioactivi minoritari si metabolitii acestora care actioneaza sinergic asupra
sandtdtii umane (Banc et al., 2014).

O mare varietate de compusi contribuie la beneficiile vinului pentru sanatate, printre care:
compusi fenolici, proteine solubile, zaharuri, vitamine, substante volatile, cetone, lipide si acizi
organici, cei mai reprezentativi fiind compusii fenolici. Compusii polifenolici sunt cunoscuti in
mod obisnuit ca metaboliti secundari ai plantelor si sunt direct asociati cu proprietatile vinurilor de
promovare a sanatatii (Fernandes et al., 2017; Sartor et al., 2017). Dintre acestia, acizii fenolici,
stilbenele (de exemplu, resveratrolul), flavonolii (de exemplu, quercetina si miricetina), flavan-3-
olii (de exemplu, catechina si epicatechina), procianidinele si antocianinele reprezinta cele mai
valoroase fitochimice fenolice, (Banc et al., 2014; Snopek et al., 2018).

In aceste ultime zile, compusii fenolici sunt subiectul unui interes stiintific din ce in ce mai
mare datorita efectelor lor benefice asupra sdnatatii umane (Tarapatskyy et al., 2019), printre:
cardio-protector, anticancer, antidiabetic, anti-imbatranire si neuro. - efecte protectoare (Fernandes
etal., 2017) caurmare a caracterului antioxidant al acestora, asociat cu prezenta a numeroase vinuri
antioxidante. Antioxidantii pot fi definiti ca inhibitori pentru initierea si propagarea reactiei
oxidative in lant, inhiband procesul de oxidare a diferitelor molecule si protejand celulele de stresul
oxidativ. De asemenea, ele pot proteja omul prin lupta impotriva radicalilor liberi din organism care
provoaca boli si imbatranire.

Compozitia fenolicd a vinurilor este dependenta de mai multi factori; precum soiul de
struguri, practicile de cultivare, tehnicile de vinificatie, procesul de imbatranire si factorii de mediu

(Fotakis et al., 2012; Sartor et al., 2017). De asemenea, compusii fenolici joaca un rol major in



calitatea vinului, contribuind la proprietatile organoleptice precum culoarea, aroma, astringenta si
stabilitatea oxidativa (Fotakis et al., 2012).

Polifenolii sunt extrasi in timpul zdrobirii si fermentatiei atunci cand sucul este in contact
cu cojile si semintele strugurilor. Astfel, cantitatea de compusi fenolici din vinul rogu este mai mare
in comparatie cu vinul alb, deoarece sucul rosu are timp de contact mai lung cu cojile si semintele
strugurilor (Yoo et al., 2010). Continutul fenolic variaza semnificativ in diferite tipuri de vin, in
functie de prezenta diferitelor clase de compusi fenolici (Snopek et al., 2018), conducand la
diferente 1n proprietatile bioactive masurate, inclusiv continutul total de fenolici, continutul total
de flavonoide si capacitatea antioxidanta (Fotakis et al., 2012), permitand astfel clasificarea a
vinurilor in functie de originile geografice si varietale si anul de recolta.

Concentratia de compusi fenolici 1n vinuri a putut fi determinatd prin metode
spectrofotometrice cu cost redus, cele mai utilizate fiind pentru continutul total de fenolici (metoda
Folin- Ciocalteu), testul continutului total de flavonoide, pentru testul de cuantificare a antocianilor
totale si pentru estimarea capacitatii antioxidante (Cassino et al., 2016; Pandeya et al., 2018).

Evaluarea capacitatii antioxidante a vinului este un indice indirect al compusilor fenolici

prezenti in vin. Au fost propuse mai multe metode analitice bine consacrate pentru evaluarea
capacitatii antioxidante: spectroscopice (colorimetrice: DPPH (2,2-difenil-1-picrilhidrazil), ABTS
(2,2'-azino-bis(3-etilbenztiazolin-6-sulfonic). acid), FRAP (putere antioxidanta reducatoare ferica),
CUPRAC (putere antioxidanta reducatoare cupricd); fluorescenta - ORAC (capacitate de absorbtie
a radicalilor de oxigen) si chemiluminiscenta), electrochimic (voltametrie ciclica, amperometrie),
cromatografic — HPLC (determinarea antioxidantilor tintd) (Pisoschi & Negulescu, 2012). Au fost
publicate mai multe studii privind capacitatea antioxidantd a vinurilor, iar printre diferitele metode
analitice de evaluare a capacitatii antioxidante totale a vinurilor au fost de obicei preferate metodele
DPPH, ABTS si FRAP (Sartor et al., 2017; Stratil et al., 2008).
Ca orice altd matrice alimentara, vinul necesita strategii de autentificare bazate pe investigatii
analitice adecvate calitative si cantitative ale constituentilor naturali ai vinului care reprezinta
amprenta specificd a fiecarui vin (Palade & Popa, 2018). Diverse abordari analitice
(cromatografice, spectroscopice, spectrometrice, electrochimice) au fost aplicate pentru a evalua
profilurile constituentilor bioactivi ai vinului, inclusiv compusii fenolici si volatili, aminoacizi,
astfel, in combinatie cu abordari chimiometrice adecvate, contribuind la dezvoltarea diferitelor
metodologii de evaluare a autenticitatii vinului (Rocchetti et al., 2018; Villano et al., 2017b).

Prezenta cercetare a avut ca scop evaluarea proprietatilor biochimice a vinului (continutul

total de polifenolici, continutul total de flavonoide si capacitatea antioxidanta DPPH) ale diferitelor



soiuri de vin rosu, roz si alb cu timpi de invechire diferiti, produse la SCDVV Murfatlar, Romania
pe parcursul a 9 ani de productie. Toate datele colectate au fost analizate prin metoda statistica
multivariatd a analizei componentelor principale (PCA) pentru a gasi posibila corelatie intre
activitatea antioxidantad totala masurata si concentratia fiecarei clase de antioxidanti analizate si
pentru clasificarea diferitelor rosu si alb au fost investigate soiurile de vin si anii de recolta.

Rezultatele sunt in acord cu literatura disponibila pentru vinurile roméanesti (cu 2455,9 mg/L
GAE pentru vinurile rosii si 255,6 mg/L GAE pentru vinurile albe) (Hosu et al. 2016; Hosu, Cristea,
and Cimpoiu 2014), vinurile spaniole (1613,2 mg/L). GAE pentru vinurile rosii si 240,8 mg/L GAE
pentru vinurile albe) (Gomez-Plaza et al. 2000) si vinuri din Republica Ceha (1544,8 mg/L GAE).

Cei mai multi compusi fenolici din vinuri provin din coaja strugurilor si, prin urmare, se
pot astepta concentratii mai mari de fenolici In vinurile rosii (Pandeya et al. 2018). Conform
tabelului 17, proprietatile bioactive ale vinurilor rosii au fost mai mari in comparatie cu vinurile
roz si albe, ceea ce este in concordanta cu lucrarile anterioare raportate (Pandeya et al. 2018; Stratil,
Kuban, and Fojtova 2008). Diferentele mari in continutul de compusi fenolici din vinurile albe si
rosii indicd faptul ca antocianinele (care sunt absente in vinurile albe) reprezintd cea mai importanta
fractiune a compusilor fenolici din vinurile rosii (Stratil et al. 2008).

TP este un parametru important utilizat pe scara larga pentru evaluarea vinurilor si a altor
alimente. Vinurile cu TPC mai mare sunt considerate a fi de calitate mai buna, in cazul nostru, Pinot
Noire si Feteasca Neagrd pentru vinurile rosii st Muscat Ottonel si Riesling italian pentru vinurile
albe. Vinurile cu TP mai mare tind s ofere o capacitate antioxidantd mai mare, ceea ce indica faptul
ca TP este responsabil pentru capacitatea antioxidanta a vinului.

Activitatea antioxidantd este un parametru foarte relevant pentru evaluarea calitdtii vinului
si a proprietatilor sale bioactive. Pentru vinurile analizate capacitatea antioxidantd a vinurilor rosii
(exprimata in pmoli/L Trolox) scade in ordinea: Feteasca Neagra > Cabernet Sauvignon > Pinot
Noire > Merlot, in timp ce la vinurile albe scade in ordinea: Muscat Ottonel > Riesling Italian >
Feteasca Regald > Chardonnay > Pinot Gris > Columna > Sauvignon Blank.

In cazul vinurilor rosii, concentratiile de polifenolici totali si capacitatea antioxidanti au
fost mai mari la vinurile din anii de recolta 2010 si 2011, cu exceptia vinului Pinot Noire din 2015.
Vinurile tinere din 2017 au prezentat cele mai scazute valori ale capacitatii antioxidante (Figura
20).

Pentru vinurile albe Muscal Ottonel si Feteascad Regald, TP si capacitatea antioxidanta au

fost mai mari la vinurile vechi, in timp ce la Columna, Pinot Gris si Riesling italian, TP si



capacitatea antioxidanta au fost mai mari la vinurile tinere. Nu s-au observat diferente semnificative

intre vinurile Sauvignon Blanc si Chardonnay obtinute in ani diferiti (Figura 5).
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Figura 5. Continutul total de polifenolici (TP) si capacitatea antioxidantd (AC) ale vinurilor rosii

si albe, in functie de anul de recolta

5. Compozitia profilului fitochimic si nutritional in fructele diferitelor soiuri de castan

dulce (Castanea Sativa MILL.)

Castana este fructul castanului, arbore care apartine genului Castanea, din familia Fagaceae,

intalnit cu precadere in Europa mediteraneand (Miguez-Soto et al., 2019). Castanul este o resursa

importanta in Europa datoritd valorii sale peisagistice, economice (fructe, lemn, miere si tanin) si

culturale (Beccaro et al., 2020a). Specia Castanea sativa Mill. cunoscutd in mod obisnuit ca

,»castanul european” are o distributie mare in Spania, Franta, Grecia, Italia, Portugalia si Turcia

(Choupina, 2019). Din punct de vedere nutritional, castanele au caracteristici interesante, contindnd

niveluri ridicate de carbohidrati si niveluri apreciabile de fibre alimentare, dar cantitati mici de

proteine brute (2—4%) si niveluri scazute de grasimi brute (predominate de acizi grasi nesaturati) (

2-5%) in comparatie cu nucile tipice (nuci, migdale, alune) (Akbulut et al., 2017; Otles & Selek,




2012a), fiind astfel o buna sursa de energie cu multiple efecte benefice pentru sanatate. Castanele
sunt, de asemenea, fara colesterol si contin o cantitate mare de vitamina C, macro- (K, P, Mg, Ca,
Na) si micro-nutrienti (Mn, Fe, Zn si Cu) (Poljak et al., 2021). Fructele au, de asemenea, o activitate
antioxidantd semnificativa asociatd cu continutul polifenolic (acid galic si acidul elagic fiind
predominant) si acizi organici (ex. acizi oxalic, cis-aconitic, citric, ascorbic, malic, chinic si
fumaric) (B. Gongalves et al., 2010). Astfel, fructele de castan au devenit din ce in ce mai
importante 1n alimentatia umana datoritd compozitiei lor nutritive si a potentialelor efecte benefice
asupra sanatatii, de exemplu, ca parte a unei diete fara gluten in cazurile de boala celiaca (E1 Khoury
et al., 2018), reduce adipozitatea abdominald (Rodrigues et al., 2020) si in reducerea bolilor
coronariene si a ratei cancerului (Choupina, 2019). Cererea in crestere pentru alimente traditionale
a transformat castanele intr-o resursa cu valoare adaugata cu un potential considerabil ca alimente
functionale sau ingrediente alimentare. Nucile sunt consumate direct in forma prajita sau fiartd sau
evaluate ca produse cu valoare addugata in industria prajiturii si bomboanelor (Mert & Ertiirk,
2017a). Avand in vedere faptul ca castanele fierte sunt o sursa buna de fenolici (acizi galic si el-
lagic) si acizi organici (acid citric) si au un continut scazut de grasimi (B. Gongalves et al., 2010),
proprietati care sunt asociate cu beneficii pozitive pentru sanatate, dezvoltarea de noi produse pe
baza de castane ar trebui incurajata (da & Silva, 2016). Prin urmare, in ultimele decenii, industria
castanelor a crescut semnificativ in Europa, in special in productia de marron glacé, piureuri si
faina de castane, care gasesc din ce in ce mai multd aplicatie ca ingredient in dietele fard gluten
(Vella et al., 2017), cum ar fi productia de paste prin incorporarea fdinii de castane si a polenului
de albine (Brochard et al., 2021). In plus, industria alimentard poate beneficia de extractele de
castane ca ingrediente functionale si conservanti naturali care vizeazd inlocuirea celor sintetici
capabili sd imbundtiteasca durata de valabilitate si valoarea nutritiva a produselor (Pinto et al.,
2017; V. Silva et al., 2020). In plus, cojile de castan ca principal produs secundar generat din
prelucrarea castanelor sunt utilizate In prezent drept combustibili (You et al., 2014), pentru
coproductia de biopolimer lignina si bioetanol dupd o abordare de biorafinarie (A. Morales et al.,
2018), dar pot fi si sursa de taninuri hidrolizabile ca pigmenti naturali. pentru industria alimentara
si farmaceutica (Pinto et al., 2021), ca ingredient potential pentru industriile nutraceutice si
cosmetice (Pinto et al., 2017).

Prin urmare, un interes economic crescut pentru castanul dulce in industria alimentara a
crescut cererea pentru soiuri selectate cu potential enorm asupra sanatdtii umane, asociatd cu

consumul de produse din castan proaspete si procesate (Corona et al., 2021). De asemenea, pentru



a Tmbunatati productia de castan si rezistenta la anumite boli comune ale arborelui, de-a lungul
anilor au aparut unii hibrizi (da & Silva, 2016).

Compozitia nutritionala si bioactivitatea castanelor dulci proaspete aratd diferente intre
soiuri (Barreira, Casal, et al., 2009; Beccaro et al., 2020a), regiuni producatoare, anul de recoltare
(Barreira et al., 2012), conditii pedoclimatice (temperaturd, lumina solard si precipitatii) (Pefia-
Méndez et al., 2008), dar si inputuri de culturd, de exemplu nutrienti, minerale, irigatii si boli si
daunatori (M. C. B. M. de Vasconcelos et al., 2010; Mota et al., 2018).

Cererea crescutd a pietei si constientizarea consumatorilor impun dezvoltarea unor metode
fiabile, capabile s distinga diferitele soiuri, evidentiind produse de inalta calitate in ceea ce priveste
proprietitile senzoriale si calitative dar si compozitia bioactiva ridicata. In ultimele decenii, s-au
folosit diferite metodologii pentru a caracteriza si a distinge intre diferitele soiuri de castan dulci,
inclusiv caracteristicile morfologice (Furones-Pérez & Fernandez-Lopez, 2009) si compozitia
chimicd care abordeaza analiza proximad, inclusiv masa uscatd, cantitatea de cenusd, grasimea
totala, proteinele totale (M. D. C. B. M. De Vasconcelos et al., 2007; B. Gongalves et al., 2010),
carbohidrati totali, zahar total, zahar invertit, amidon, zaharoza (Choupina, 2019), dar si continuturi
de minerale (Ca, Mg, Fe, Mn, Cu, Zn, P, Na si K) (Akbulut et al., 2017; Choupina, 2019; Ertiirk et
al., 2006), polifenoli totali (mg GAE/g) si activitate antioxidantd (umol echivalent Trolox/g) pe
baza greutatii uscate (Akbulut et al., 2017; Otles & Selek, 2012a) si acizi organici (acizi oxalic, cis-
aconitic, citric, ascorbic, malic, chinic si fumaric) (Delgado et al., 2018; B. Gongalves et al., 2010),
aminoacizi liberi (M. D. C. B. M. De Vasconcelos et al., 2007), profil zaharuri (Barreira, Pereira,
et al., 2009; Hernandez Suarez et al., 2012a).

Timp de zeci de ani, metodele conventionale de extractie, inclusiv macerarea sau extractia
Soxhlet folosind diferiti solventi polari (metanol, etanol, cloroform si eter de petrol) au fost cele
mai utilizate pentru extragerea compusilor bioactivi dintr-o matrice naturald si care, din cauza
preocupdrilor de mediu, economice si de sigurantd, prezintd o limitare uriasd pentru o aplicatie
industriala. Avand in vedere aceste dezavantaje, metode de extractie mai durabile, inclusiv extractia
cu ultrasunete, extractia cu microunde, extractia fluidului supercritic si extractia enzimaticad au fost
promovate pentru extractia compusilor bioactivi polari din surse naturale (Leichtweis et al., 2021;
Pinto et al., 2021).

Suprafetele de cultivare a castanului din Romania acoperd o suprafatd totala de 3160 ha
distribuite pe o suprafata discontinua, formata din benzi lungi situate la poalele Carpatilor, mai ales
in partea de vest a Romaniei, unde clima moderat-continentald are o usoara influenta

mediteraneand. Distributia naturald a castanului acoperda doud centre principale si anume



Maramures (poalele deluroase ale Baia Mare) si Oltenia (dealurile subcarpatice ale Olteniei pe
teritoriul judetelor Gorj, Mehedinti si Valcea) si alte cateva zone mici de la sud-estul Carpatilor
Orientali si nord-vest si La sud-vest de platoul Transilvaniei (Chira et al., 2013). Flora
semispontand a Olteniei de Nord contine multe biotipuri de castan dulce ( Castanea sativa Mill).
Din 1998, mai multe soiuri franceze, care sunt hibrizi intre castanul japonez ( Castanea crenata
Siebold & Zucc.) si castanul european ( Castanea sativa Mill.) au fost introduse la Statia de
Cercetare-Extensiune Pomicultura (SCDP) Valcea pentru testare si s-au dovedit. sa cedeze bine in
conditiile date. Caracteristici fizice (diametre, Indltime, indice de forma si indice de marime, masa,
volum si greutate specifica), compozitie nutritionala (apa (%), aciditate titrabila (g acid malic/100
g), lipide (%), proteine (%) si caracteristicile bioactive (polifenoli totali, flavonoide totale, activitate
antioxidanta si unii compusi polifenolici individuali) ale acestor soiuri au fost abordate anterior
(Cosmulescu et al., 2020a) si caracteristici suplimentare sunt necesare pentru a face o caracterizare
si 0 comparatie detaliatd a acestor sase soiuri de castan, pentru a oferi informatii valoroase pentru
selectia soiului de castan cu caracteristici bioactive de Tnaltd calitate care pot fi cultivate pentru
dezvoltarea diferitelor soiuri cu valoare addugata. produse alimentare cu multiple beneficii asupra
sanatatii umane.

Prin urmare, aceastd lucrare isi propune sd ne consolideze cunostintele despre compozitia
chimica si nutritionala a celor sase soiuri de castan dulci de origine franceza, si anume ,,Marsol”,
»Maraval”, ,,Bournette”, ,,Précoce Migoule” si ,,Marissard” pentru a gasi caracteristici distinctive
utile pentru autentificarea unui anumit soi de castan, oferind un avantaj economic important. Pentru
aceasta, caracteristicile bioactive (polifenoli totali, flavonoide totale si activitate antioxidanta)
examinate prin metode spectrofotometrice UV-Vis, profilul compusului fenolic UHPLC-MS/MS
(acizi fenolici, flavonoide), impreund cu un UHPLC-MS/MS netinta. profilul de screening, profilul
zahdrului (zaharoza, fructoza, glucoza, maltozd) prin HPLC-ELSD si compozitia elementara (Ca,
Mg, Na, K, Fe, Pb, Ni, Cu, Cr) prin F-AAS au fost determinate in soiurile de castan studiate pentru
a completa informatiile despre compozitia nutritionald si bioactivi a tuturor acestor soiuri. in plus,
am studiat influenta anului de recoltare asupra caracteristicilor bioactive si a continutului de
compusi bioactivi specifici. Analiza componentelor principale (PCA) si Analiza clusterelor
ierarhice (HCA) au fost utilizate pentru a discrimina intre diferitele soiuri dulci cultivate in
Romania.

Proprietatile bioactive ale materialelor vegetale sunt in stransa legatura cu diferitele clase
de compusi chimici biologic activi aflati In compozitia naturala a acestora. Acestea se exprima prin

continutul total de polifenoli exprimati in echivalenti acid galic, continutul total de flavonoizi



exprimat In unitati de rutin sau quercetin si activitatea antioxidantd, exprimatd de cele mai multe
ori in echivalenti Trolox.

Valorile medii TP, TF si AA pentru soiurile de castan studiate pe parcursul a doi ani
consecutivi, 2016 s1 2017, investigate 1n acest studiu si pentru 2015 raportate intr-un studiu anterior

(Cosmulescu et al. 2020) sunt prezentate in Figura 6.
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Figura 6: Activitatea antioxidanta (AA) exprimatd in umoli echivalenti Trolox/g,
polifenoli totali (TP) exprimati in mg echivalenti GAE/g si flavonoide totale (TF) exprimate in
mg echivalenti de rutind/g din cele sase soiuri de castan timp de trei ani consecutivi

Continuturi mari de TP corespund ,,Marissard”, cu valori medii de 12,69 mg echivalent
GAE/g greutate uscata (DW), urmat de soiurile ,,Précoce Migoule”, ,,Marigoule” si ,,Maraval” cu
valori medii de 6,11, 4,84 514,10 11 mg GAE echivalent/g DW, respectiv. Valorile obtinute au fost
in acord cu datele din alte studii (Otles and Selek 2012a). Valorile medii ale TF au variat intre 1,57
mg echivalent rutind/g DW in ,,Marsol” si 8,64 mg echivalent rutind/g DW 1n ,,Marissard”.

Pentru a evalua contributia fiecarei clase la compozitia polifenolica totald, compusii fenolici
bioactivi au fost grupati In urmatoarele clase : acizi benzoici (acizi galic, 3,4-dihidroxibenzoic, p-
hidroxibenzoic si siringic), acizi cinamici (cafeic, p-cumaric, ferulic, cinamic si clorogenic),
catechine ((+) catechina si (—) epicatechind) si flavanoli (naringin, rutin, miricetin, quercetin,
izorhamnetin, apigenin, pinocembrin si t-resveratrol) (Figura 7). Apigenina, hesperidina si
kaempferolul nu au fost identificate n extractele de castan, in timp ce crisinul si galanginul au fost

cuantificate in cantitdti foarte mici numai in ,,Marigoule” sau cuantificate sub LOQ-uri.
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Figura 7: Profilul polifenolic al soiurilor de castan analizate recoltate n anii 2016 si 2017

In cadrul grupelor polifenolice, s-au observat diferente intre soiul de castan si anul de
recoltare, cantitdti mai mari de compusi polifenolici corespunzand soiurilor ,,Marissard”,
,Bournette” si ,,Précoce Migoule”.

Acizii benzoici si catechinele, recunoscute pentru potentialul lor antioxidant,
anticancerigen, antiinflamator si antimicrobian (Dinis et al. 2011; Zavalloni, Andresen, and Flore
20006), a reprezentat componenta principald a extractului polifenolic de castan si dintre acestia,
acizii galic si elagic au fost cuantificati intre 0,162—-2,077 mg/g DW si 0,046-2,928 mg/g DW, in
timp ce (+)-catechina a fost cuantificata intre n.d. si 0,547 mg/g DW. Acizii p-cumaric, ferulic si
cinamic au fost reprezentativi pentru clasa acizilor cinamici, cu valori cuprinse intre 0,008—0,045
mg/g DW pentru acidul p-cumaric, 0,008-0,036 mg/g DW pentru acidul ferulic s1 0,002-0,028
mg/g DW pentru acid cinamic. Dintre flavanoli, miricetina, naringina, rutina si quercetina au fost
cuantificate n cantitati mai mari, cu valori variind intre 0,036—0,051 mg/g DW pentru miricetin,
n.d.—0,018 mg/g DW pentru naringina, n.d.—0,011 mg/g DW pentru rutina si n.d.—0,009 mg/g DW
pentru quercetina. t-Resveratrolul a fost cuantificat cu valori cuprinse intre 0,001 si 0,014 mg/g
DW, cu cantitdti mai mari in ,,Marigoule” si ,,Marissard” in anul de recoltd 2017. Rezultatele
analizei cantitative sunt similare cu cele obtinute in alte studii (Beccaro et al., 2020a; da & Silva, 2016;
Otles & Selek, 2012a).

Identificarea si cuantificarea polifenolilor din fructe sunt de o importanta majora datorita
impactului lor benefic asupra sanatatii umane datorita efectelor aditive si sinergice asupra captarii
radicalilor (Hohrenk et al. 2020). Astfel, a fost realizatd o abordare analiticd bazata pe o metoda
non-tintd UHPLC-Q-Orbitrap HRMS care urmareste identificarea altor compusi bioactivi si

metaboliti specializati care apar in extractele metanolice din fructele de castan, care sunt



responsabile pentru activitatile lor antioxidante si antiinflamatorii, si sd evidentieze diferentele
dintre extractele diferitelor soiuri de castan. Analiza procesarii datelor a folosit software-ul
Compound Discoverer folosind un sablon de lucru metabolomic netintit, care cuprinde un flux de
lucru netintit care include optiuni pentru alegerea varfurilor, efectueaza alinierea RT, predictia
formulei moleculare, evaluarea aductilor, atribuirea si compararea modelului de fragmentare
(inclusiv dealchilare si produse de dearilare si produse de bio-transformare), adnotare de fundal, o
bibliotecd automata si cautare in baze de date pentru scopuri de identificare, inclusiv mzCloud
(ddMS2), Chemspider, MzVault si Mass List Matches (Hohrenk et al. 2020). O prezentare generala
a fluxului de lucru si a parametrilor Compound Discoverer poate fi géasita in Figura 30. Rezultatul
este o listd de caracteristici, care include masa precisa, timpul de retentie, aductii m/z si zonele si
intensitatile acestora. Au fost luate In considerare doar caracteristicile care au fost de cinci ori

intensitatea blancului.
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Figura 8: Flux de lucru Metabolomics netintit: Gésirea si identificarea diferentele dintre probe

Pe baza rezultatelor procesarii softului Compound Discoverer, a fost atribuitd identitatea
majoritatii picurilor. In special, cinci clase principale de compusi, adici compusi fitochimici
(flavanoli, izoflavone, calconi, derivati de antocianidina, terpenoide si sesquiterpenoide, vitamine,
hormoni vegetali gibereline, metaboliti), acizi grasi (saturati si nesaturati), acizi grasi si derivati
aminoacizi, acizi organici, dar si diverse zaharuri si derivati de zahar au putut fi identificate in

extractele hidro-metanolice de castan.
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Figura 9. Identificarea acizilor grasi si a unor derivati din extractul de castan prin analiza
UHPLC-Q-Exactive de Tnalta precizie a precursorilor deprotonati si a ionilor de fragmentare ai
componentelor specifice combinate cu prelucrarea datelor folosind software-ul Compound
Discoverer

Carbohidratii sunt componente relevante in castan, sucroza fiind un parametru important
in evaluarea calitatii fructului. Sucroza Impreuna cu glucoza si fructoza sunt prezente in cantitati
semnificative in castan, profilul zaharurilor libere contribuind la identificarea soiurilor de castan.
Profilul zahdrului poate fi influentat de mai multe conditii, cum ar fi soiuri, genotipuri, factori de
mediu (conditiile climatice, caracteristicile solului), practicile tehnice si culturale si timpul de
recoltare (Mert & Ertiirk, 2017).

Cea mai mare cantitate de zaharuri a fost observata pentru ,,Bournette” in 2017, urmata de
,Marigoule” si ,,Précoce Migoule” in anul de recoltd 2016 (Figura 10a). Sucroza a fost cel mai
abundent zahar la castanele analizate cu valori cuprinse intre 20,34-154,94 g/kg DW, valoarea
inferioara corespunzand lui ,,Maraval”, in timp ce cea mai mare valoare corespunde ,,Bournette”
in 2017. Nivelul de zaharoza al fructelor de castan cultivate In Roméania este similard cu cele
cultivate in Turcia (68,20—174,00 g/kg DW) (Mert & Erturk, 2017), dar mai scazutd comparativ cu
fructele de castan cultivate in Italia (2,98 —245,09 g/kg DW) (Beccaro et al., 2020) si Portugalia
(40,30-233,00 g). ’kg DW) (Beccaro et al., 2020) si mai mare in comparatie cu fructele de castan
cultivate in Tenerife (Spania) (31,10-99,40 g/kg DW) (Hernandez Suarez et al., 2012).
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Figura 10. ( a ) Profilul zaharului soiurilor de castan analizate recoltate in 2016 si 2017; (b))
Analiza componentelor principale (PCA) a fructelor diferitelor soiuri de castan pe baza de
compusi fenolici individuali (,,Précoce Migoule”—PM, ,.Bournette”—B, ,,Marsol”—MS,
»Marissard”—MRS, ,,Marigoule” —MG si ,,Maraval”—MYV); ( ¢ ) Analiza PCA bazata pe

compozitia de zahar a fructelor de castan recoltate in unele tari europene.

In general, fructoza si glucoza au fost cuantificate in cantititi egale in soiurile de castane
studiate, fructoza variind intre 1,55-14,35 g/kg DW si glucoza variind intre 1,56-14,46 g/kg DW,
cel mai mare continut corespunzand ,,Précoce Migoule” recoltat in 2017 (Figura 10a). Datele
noastre au fost mai mari decat cele raportate de alti autori care au gasit concentratii de glucoza si
fructoza Intre nedetectate si 3,1 g’/lkg DW pentru ambele monozaharide (De La Montafia Miguelez,
Miguez Bernardez, and Garcia Queijeiro 2004) sau intre 0,56-2,40 g/kg DW pentru fructoza si
0,49-1,90 g/kg DW pentru glucoza (Hernandez Suarez et al., 2012), dar in acelasi interval ca Mert
si colab. care raporteaza fructoza intre 1,5-8,0 g’kg DW si glucoza intre 4,0-11,3 g/lkg DW (Mert



& Erturk, 2017). Maltoza a fost cuantificatd in cantitati mici, cu valori cuprinse intre 1,77 si 3,16
g/kg DW. Se poate concluziona ca anul de recoltd 2017, in care au fost temperaturi mai ridicate si
precipitatii mai abundente, a fost mai favorabil pentru acumularea de zaharuri in ,,Bournette”, in
timp ce anul de recoltd 2016 a fost mai favorabil pentru soiurile ,,Marigoule” si,,Précoce Migoule”.

Analiza PCA bazata pe profilul zaharului (zaharoza, fructoza si glucoza) al fructelor de
castan cultivate in principalele tari europene producitoare de castan (Italia, Portugalia, Turcia,
Spania) si al castanului cultivat In Romania (Figura 10c), indicd o buna corelatie intre continutul
de zahar al castanelor si conditiile climatice, temperat continentale corespunzatoare in Romania si
Turcia (in jurul Marii Negre) caracterizate printr-o temperaturd medie de 11,94°C si 566,07 mm
precipitatii in Turcia si 10,51°C si 669,15 mm precipitatii in Romania, comparativ cu clima
temperat oceanica din Portugalia (temperatura medie de 16,11°C si 677,93 mm precipitatii), clima
mediteraneana din Italia (temperatura medie de 13,35°C si 791,32 mm precipitatii) si climatul
subtropical cu unele influente din Sahara in Tenerife (Spania) (temperatura medie de 14,47°C si
518,24 mm precipitatii). Castanele din Portugalia Italia, Spania si Turcia au fost grupate in grupuri

distincte, in timp ce castanele cultivati in Romania s-au suprapus peste celelalte.

CONCLUZII FINALE

Toate probele de miere au prezentat valori substantiale de compusi bioactivi, valorile de
polifenoli si flavonozi fiind Intr-un raport optim, lucru demonstrat de rezultatele privind activitatea
antioxidanta a acestora. S-a remarcat faptul ca exista o corelatie Intre cele trei tipuri de analize, iar
faptul ca in toate probele analizate au rezultate promitatoare, practic mierea din tara noastra este
de calitate optimad. Valorile rezultate sunt in concordanta cu sortimentul de miere, anul de recolta
si zond, rezultatele cele mai semnificative fiind remarcate in probele provenite din nordul si vestul
tarii. Rezultatele obtinute au ardtat ca profilul compusilor fenolici din mierea roménesca pare a fi
utild pentru determinarea originii lor florale, deoarece acesti compusi demonstreaza o variatie
semnificativd a compozitiel lor cantitative la miere cu origine florala diferitd. Este dificil de
diferentiat mierea contaminatd cu compusi fenolici originari din alte surse florale datorita
asemandrii amprentelor compusilor fenolici.

Autentificarea mierii de albine si identificarea falsificarilor prin determinari fizico-chimice
a demonstrat faptul ca raportul fructoza/glucoza a fost in intervalul 0,32-1,97, cu o valoare sub 1

pentru mierea de rapita care indica cristalizarea sa rapida.



Autentificarea mierii de albine si identificarea falsificarilor prin determindri izotopice a
stabilit faptul cd 3 probe (R3, C10 si C11), reprezentand 4,8% din mierea analizatd au avut un
continut de zahdr C4> 7%, acestea fiind clasificate imediat ca miere adulterata, restul de probe de
miere fiind considerate pure.

Analiza statisticd multivariatd aplicata parametrilor izotopici s-a dovedit a fi adecvata pentru
a diferentia mierea adulteratd, dar nu a permis identificarea de miere neconforma cu standardele
de calitate. Valorile 8'3C ale proteinei extrase din miere (5'*CP), parametrii fizico - chimici generali
si compozitia majord de zahar depinde de originea botanica a mierii.

Pe baza profilului polifenolic si a diferitelor rapoarte dintre polifenoli si flavonoizi totali s-
a reusit si diferentierea unor soiuri de vin rosu, separa vinurile Feteasca Neagra si Pinot Noire de
vinurile Cabernet Sauvignon si Merlot fiind vinuri in care se gdsesc importante cantitati de
compusi fenolici totali.

Se poate observa cd vinurile mai vechi, in principal soiurile de vin rosu Feteasca Neagra si
Pinot Noire si soiurile de vin alb Muscat Ottonel si Riesling Italian prezinta un continut mai mare
de polifenoli si capacitate antioxidantd si sunt considerate a fi de mai buna calitate.

Acest studiu evidentiaza, pentru prima datd, o caracterizare bioactiva cuprinzitoare a
soiurilor de castan dulce ,,Marsol”, ,,Maraval”, ,,Bournette”, ,,Précoce Migoule” si ,,Marissard”
cultivate la Statia de Cercetare Pomicultura—Extensie (SCDP) Valcea, in Oltenia de Nord,
Romania pentru a oferi informatii valoroase pentru selectia soiului de castan cu caracteristici
bioactive de Tnalta calitate care poate fi cultivat pentru dezvoltarea diferitelor produse alimentare
cu valoare adaugata si beneficii multiple asupra sdnatatii umane.

Pe baza continutului total de polifenoli, a flavonoidelor totale, a activitatii antioxidante si
a profilului individual al compusilor fenolici, nu s-au observat diferente semnificative intre soiurile
studiate, un potential bioactiv mai mare corespunzator lui ,,Marissard”, fiind urmat de ,,Précoce
Migoule”, ,,Marigoule” si ,, Bournette'. Pe baza acizilor galic si cinamic si a rutinului pot fi
observate unele diferente intre variabilele soiurilor studiate, ,,Bournette” prezentand un continut
mai mare de acid galic si un acid cinamic mai mic, 1n timp ce ,,Marissard” a prezentat cele mai
mari cantititi de acid cinamic si rutin. Analiza discriminantd indica o discriminare clard intre
fructele de castan recoltate in diferiti ani, indicand faptul ca conditiile climatice au o contributie

semnificativa la sinteza compusilor bioactivi ai fructelor de castan.



Screeningul HRMS cuplat cu procesarea statisticd a datelor folosind software-ul
Compound Discoverer bazat pe un sablon de lucru metabolomic netintit permite identificarea altor
compusi bioactivi din extractele hidro-metanolice de castane, cum ar fi compusi fitochimici
(flavanoli, izoflavone, calchoni, derivati de antocianidind, terpenoide si sesquiterpenoide),
vitamine, hormoni vegetali giberelina, metaboliti, acizi grasi (acizi grasi saturati i nesaturati si
derivati), aminoacizi si acizi organici care sunt probabil responsabili pentru activitatile lor
antioxidante si antiinflamatorii.

Analiza statisticd bazatd pe datele calitative referitoare la amprentele fitochimice si
amprentele acizilor grasi saturati si nesaturati indica o discriminare clara a fructelor de castan
recoltate 1n diferiti ani, indicand faptul ca amprentele fitochimice si de acizi grasi ale castanului
depind 1n primul rand de conditiile climatice si ulterior de genotip. Pe baza amprentelor fitochimice
HRMS, ,,Marigoule” si ,,Marissard” au fost grupate separate de celelalte soiuri, in timp ce, pe baza
amprentelor digitale de acizi grasi si derivati, ,,Précoce Migoule” si ,,Bournette” formeaza un grup
distinct de celelalte soiuri. Datele cantitative ar fi foarte utile pentru identificarea soiurilor de
castan cu compozitie fitochimica si acizi grasi ridicate.

Diferente mari si semnificative (p< 0,0001) in zahar si compozitie minerald au fost
detectate printre soiuri si ani de recoltd diferiti. Soiul si conditiile climatice influenteaza
compozitia zahdrului, cea mai mare cantitate de zaharuri fiind observata la soiul ,,Bournette” in
2017, care a fost mai cald si mai ploios fatd de 2016, in timp ce anul de recoltd 2016 a fost mai
favorabil pentru acumularea de zaharuri in Soiurile ,,Marigoule” si ,,Précoce Migoule”. Soiul si
conditiile climatice influenteazd compozitia elementara a fructelor de castan, compozitia minerald
a solului fiind aceeasi pentru toate soiurile studiate. Soiul ,,Précoce Migoule” prezintd un continut
mai mare de macro si micronutrienti, K fiind cel mai abundent nutrient. Au fost identificate
cantitdti mai mari de Na in ,,Bournette” si ,,Marissard”.

Analiza PCA bazata pe profilul zaharului (zaharoza, fructoza si glucoza) si compozitia
minerald a fructelor de castan cultivate in Romania si a celor cultivate in principalele tari europene
producatoare de castan (Italia, Portugalia, Turcia, Spania) indicd o buna corelatie intre zahar si
minerale. continutul de castani si conditiile climatice corespunzatoare diferitelor zone geografice.
Se poate, astfel, concluziona ca caracteristicile climatice si pedoclimatice corespunzatoare
Nordului Olteniei, Roméania favorizeaza acumularea de zaharuri si minerale, si astfel, se pot obtine

culturi cu caracteristici nutritionale similare cu cele obtinute in zona specificd de cultura.



Investigatiile analitice au relevat faptul ca soiurile de castan dulce cultivate in Romania
prezintd o compozitie bioactiva, fitochimica si nutritionald similara cu soiurile cultivate in marile
tari europene producatoare de castan, indicand potentialul mare de adaptare al castanului in zona
temperat continentald cu mici influente mediteraneene caracteristice, din zona de sud-vest a
Romaniei.

Rezultatele prezentate in cadrul tezei de doctorat constituie punctul de plecare pentru
construirea unor baze de date pentru fructele de castane din Romania, bazandu-ne pe diferite clase
de compusi chimici aflati in compozitia chimicd naturald a castanelor (compusi fenolici
individuali, zaharuri, minerale, polifenoli totali, flavonoizi totali).

Metodologiile de clasificare a mierii de albine, vinuri si castane propuse in cadrul prezentei
teze de doctorat pot fi aplicate si pentru produsele provenite din alte varietati (soiuri, origine
florald) din Romania, oferind astfel o amprenta relevanta a produselor romanesti, fiind utile pentru

prevenirea practicilor frauduloase din industria alimentara.
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