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Teza de doctorat a fost elaboratd pe baza cercetarilor efectuate de-a lungul anilor in stupina
proprie, apoi 1n cadrul firmei Apilife Ro Sibiu si in colaborarile ulterioare cu Societatea Romana
de Apiterapie, cu S.C. Hofigal Exort Imort S.A. Bucuresti, cu Institutul National de Cercetare —

Dezvoltare pentru Tehnologii Criogenice si [zotopice Radmnicu Valcea, cu USAMYV Cluj, etc.

Lucrarea este structuratd pe 7 capitole, concluzii, bibliografie si anexe. Cuprinde 180 pagini
din care partea documentara reprezintd 65 pagini. Lucrarea de doctorat contine 32de figuri si 16
tabele, iar anexele sunt redate in 28 pagini. Pentru elaborarea tezei s-au utilizat 100 referinte
bibliografice. Diseminarea rezultatelor este reprezentatd de lista lucrarilor sustinute la Congrese si

Conferinte de Apiterapie nationale si internationale.
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Teza de doctorat este structuratd in doua parti distincte:
I) Studiul documentar
IT) Partea experimentala

In studiul documentar, structurat in doua capitole (1 si 2), sunt prezentate date din literatura
de specialitate: definitia, clasificarea, compozitia fizico-chimica, producerea, metodele de
recoltare, ambalare si depozitare a produselor apicole studiate n aceasta lucrare si anume: mierea,
polenul crud, pastura, propolisul, laptisorul de matca, apilarnilul si veninul de albine.

In partea experimentald, structuratd in patru capitole (3, 4, 5 si 6) se detaliazi cercetarile
personale privind produsele apicole cu finalitate terapeutica: studii si analize privind produsele
apicole ca materie prima (cap. 3), cocktail-urile apicole (cap. 4), alimentele functionale cu produse
ale stupului ( cap. 5) si produsele cosmetice cu venin de albine (cap. 6).

Lucrarea se incheie cu Concluzii si perspective (cap. 7), bibliografie, anexe, lista notatiilor si
simbolurilor utilizate, lista figurilor, lista tabelelor, Curriculum vitae si lista lucrarilor publicate sau
sustinute.

skskok

Inainte de prezentarea propriu-zisa lucrarii, se cuvine sa adresez multumirile si recunostiinta mea
celor care m-au sprijinit la elaborarea si finalizarea tezei de doctorat.

In primul rand doresc sa mulfumesc lui Dumnezeu pentru ce sunt...

Doresc sa adresez mulfumirile mele domnului Prof. univ. dr. ing. Vasile Jascanu, conducator
stiintific al tezei de doctorat, pentru indrumarea si competenta cu care a coordonat activitatea
desfasurata pe parcursul elaborarii tezei. De asemenea doresc sd multumesc domnului Prof. univ.
dr. ing. loan Danciu pentru timpul acordat si suportul oferit pentru finalizarea si sustinerea tezei.

In mod special doresc si multumesc d-nei Farmacist Gabriela Vlisceanu pentru intelegere, sprijinul
acordat si mai ales pentru suportul moral si logistic pus la dispozitie, d-lui Doctor Stefan
Stangaciu(Presedindele Societdtii Romane si Societdtii Germane de Apiterapie), d-nei dr Biolog
[uliana Crisan, Prof. Univ. Dr. Farm.Viorica ISTUDOR (UMF Bucuresti), doamnelor Nelly si
Tamina Pfeiffer (Apiestetic), dr. ing. RoxanaElena lonete, drd.ing. Irina Geana, dr.ing Radu
Tamaian ICSI Rm. Valcea, s.a.

Multumesc membrilor comisiei pentru evaluarea si sustinerea Tezei de doctorat, pentru onoarea
care mi-o fac prin analiza lucrarii.

Nu in ultimul rand vreau si trebuie sa mulfumesc familiei:
mamei ca m-a sustinut, tatilui cd ma vegheaza multumiri adresez cu drag sotului si baietelului
nostru de 11 luni, prietenului meu drag Romeo, pentru sustinerea oferitd pe parcursul elaborarii si
finalizarii tezei de doctorat, pentru sprijinul moral, pentru intelegerea si ajutorul neconditionat

acordat pe intreaga perioada a cercetarilor.

Lor le dedic aceastd reusitd...
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Scopul si obiectivele cercetarii

Proiectul de fata, cu tema ,, Studii si cercetiri cu privire la produsele apicole. Valorificare sub
formd de cocktail-urile apicole, alimente functionale si produse cosmetice pe bazi de venin de
albine”, are ca scop documentarea, experimentarea si evaluarea unor variante tehnologice de
obtinere a unor produse alimentare si cosmetice complexe pe bazd de produse ale stupului, in
vederea optimizarii:

. comporzitiei chimice (prin asociere)

. modului de conservare

. efectului asupra starii de sandtate.

Activitatea de cercetare din cadrul proiectului are in vedere obtinerea practica a 3 categorii de
produse api-fito terapeutice:

o cocktail-urile apicole

o alimente functionale

o  produse cosmetice

iar rezultatele obtinute se preconizeazd a fi de de interes, atdt pe piata nationald cét si
internationald, in domeniul suplimentelor alimentare si produselor cosmetice pe baza de produse
ale stupului.

Luand in considerare importanta compusilor chimici din produsele apicole pentru mentinerea i
imbunatitirea starii de sanatate, precum si proprietatile curative ale fructelor si plantelor
medicinale (reinvestigate si valorificate cu ajutorul tehnologiilor moderne), urmarim obtinerea
unor produse de tip “api-fito” eficiente terapeutic la nivelul organismului uman.

Astfel, studiul si-a propus urmatoarele obiective:

I.  Inprima etapa au fost studiate produsele stupului

" Mierea

. Polenul

. Pastura

" Propolisul

. Laptisorul de matca

= Apilarnilul

. Veninul de albine

d.p.d.v. al compozitiei chimice, in anumiti compusi cu actiune benefica asupra organismului.

II. FEtapa a doua a avut obiectiv obtinerea unor produse api-fitoterapeutice de tipul ,,cocktail
apicol”; si s-a urmarit atat determinarea unor variante tehnologice de obtinere cat i gasirea unor
forme de conservare si dozare optime.

III. Intr-o a treia etapa a fost studiatd posibilitatea de obtinere a unor alimente functionale pe
bazd de produse apicole, in asociere cu fructe si plante medicinale, pentru mentinerea si
imbunatatirea starii de sanatate.

IV. Etapa a patra a avut obiectiv formularea si testarea unei game de produse cosmetice pe baza
de venin de albine, simplu sau 1n asociere cu plante medicinale.
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Capitolul 1
1.1. Produsele apicole, materii prime — notiuni generale

1.1.1. MIEREA

Mierea este (conf DEX), o substanta semilichida, cu gust dulce si cu aroma placuta, bogata in
zaharuri si vitamine, produsd de albine din nectarul florilor (conf DEX), dar si din secretiile dulci
ale pomilor si copacilor pe care acestia le secreta si le scot in exterior In urma intepaturilor ce le
sunt facute de catre aphide.

Nectarul ce albinele il sug din flori se transforma in miere printr-un fel de “sarut” intre
albinele (trofolaxie) care participa la procesul de maturare al mierii prin care se transferd mici
picdturi de nectar de la o albind la alta, moment in care este Tmbogatid cu enzimele ce o
innobileazad, apoi se elimind surplusul de apd .Producerea mierii de catre albine, incepe cu
recoltarea nectarului sau a manei si se incheie cu cépacirea celululor fagurelui in care a fost depozitata
mierea.

Prelucrarea se realizeaza prin doud procese: prelucrare enzimatica si prelucrare hidrica.

Prelucrarea enzimatica este realizatd din necesitatea albinelor de a transforma zaharurile
coplexe (zaharoza, maltoza, melezitoza, etc) in zaharuri simple, asimilabile (glucoza si fructoza)
pentru a le putea asimila in totalitate in perioada iernarii.

Prelucrarea hidrica de realizeaza in doua etape: diluarea nectarului sau a manei cu saliva
(vectorul enzimelor zaharolitice) apoi concentrarea. Rolul concentrarii este de a reduce continutul
de apa pentru blocarea proceselor enzimatice, pentru blocarea activitatii microorganismelor
(presiunea osmoticd) si diminuarea spatiului de depozitare

Apicultorii, in momentul maturarii suficiente a mierii de catre albine in stup (,,pe trei sferturi
capacite”), scot ramele, le duc intr-o incapere curatd, le descdpacesc, le centrifugheaza si
ambaleaza mierea In vase mari.
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Mierea poate fi curdtatd de posibilele corpuri straine: aripiare, albine, larve, cdpacele ceara, etc,
prin filtrare sau prin curatarea stratului ce se ridica deasupra dupa o scurta perioada de timp.

Aroma mierii e datd de planta-sursa a nectarului, de la discretd(salcam), la aroma specifica de tei,
zmeur, etc, pand la amar (mierea de castan). Gustul mierii este foarte dulce. Culoarea mierii poate
varia de la aproape incolord (mierea de salcam), pana la brun inchis (mierea de mana). O miere
buna (16-18% umiditate), este vascoasa la temperatura normala (20°C). Daci umiditatea este mai
mare de 21% mierea curge ca apa ceea ce inseamna cd a fost obtinuta si/sau pastratd inadecvat,
urmédnd a se degrada rapid, fiind o miere de calitate slabd. Densitatea mierii este puternic
influentatd de continutul ei de apa. Mierea cu umiditatea 20% are densitatea de 1,4710. Aciditatea
mierii este max 4 pentru mierea de flori si max 5 pentru cea de mana. Valorile normale ale pH-
ului mierii se situeaza intre 3.5-4.5, deci reactia chimica este una puternic acida. Conductivitatea
electrica este unul dintre parametrii cu ajutorul caruia se certifica autenticitatea mierii de mana. La
mierea de flori conductivitatea electrica este mult diferitd de la un sortiment la altul. Spectrul
polinic constituie criteriul de baza pentru cunosterea provenientei mierii §i aprecierea corectd a
sortului de miere, datoritd faptului cd morfologia granulelor de polen este absolut caracteristica
pentru fiecare specie de plante in parte. Spectrul polinic al mierii constituie oglinda fideld a
provenientei ei. O miere pastratd inadecvat fard un capac bine inchis absoarbe mirosurile din jur,
iar dintr-un mediu umed absoarbe umiditatea. Mierea are in compozitia sa: apa, carbohidrati,
polen, minerale, enzime, vitamine, pimenti, compusi aromatici i acizi. Carbohidratii (zaharurile
sau glucidele): fructoza (38%), glucozad (31%), zaharozd (1%), maltoza si alte dizaharide
(7%),melezitoza (caracteristicd mierii de mana). Apa este intre 16 — 23% si este una ,,biologica”,
venitd de la plante. Substantele azotoase se exprima in echivalent proteind si se gasesc in cantitate
foarte micd, sub 1%. Vitaminele existente: tiamina (vit.B,), riboflavina (vit.B;), acid nicolinic
(vit.Bs), vitamina K, acidul folic (vit.M), biotina (vit.H), piridoxina (vit.Bs). Compusii aromatici:
terpene, aldehide, esteri. Acizii: gluconic, citric, malic, succinic, formic, acetic, butiric, lactic,
piroglutamic, aminoacizi. Pigmentii: caroten, clorofila si derivatii de clorofila, xantofile. Polenul
(5%), este cel caruia i se datoreaza prezenta in miere a unor cantititi mici de: vitamine, aminoacizi,
proteine. Enzimele din miere sunt: invertaza (converteste zaharoza in fructoza si glucoza), diastaza
(converteste amidonul in dextrine), glucozo-oxidaza, catalaza, fosfataza. in mierea de flori au o
dubla provenientd: vegetald (enzimele existente in nectar) si animald (enzimele din saliva
albinutelor). Enzimele din mierea de mana au o provenientd mult mai mare (enzimele din seva
plantelor cu care se hranesc insectele producatoare de mand, cele secretate de insecte in procesul
de digestie, cele elaborate de ciupercile si algele care contamineaza stropii de mana de pe plante si
cele adiaugate prin saliva albinutelor). Insusirile mierii, compozitia chimica si calitatea mierii este
datd in mare masura de continutul in enzime. Enzimele sunt substante labile, in special termolabile.
Temperatura ridicatd produce inactivarea ireversibild a enzimelor. Dintre enzimele existente in
miere amintesc: invertaza, amilaza, catalaza. Amilaza (diastaza) este enzima care catalizeaza
reactiile de transformare a amidonului in dextrine i mai departe si este indicator enzimatic al
mierii fiind enzima cea mai rezistentd. Catalaza este o enzima care catalizeaza reactiile de
descompunere a peroxizilor cu eliberare de oxigen. Cercetarea catalazei din miere ajutd la
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confirmarea sortului de miere de mand, confirmarea degradarii termice, evidentierea pe cale
chimicd a instalarii proceselor fermentative. Mineralele existente in miere sunt: potasiu, sodiu,
calciu, magneziu, clor, sulfati, fosfati, siliciu. Substantele minerale din miere sunt de un continut
redus In mierea de flori, dar ridicat in mierea de mand. Se pot intilni situatii cand limitele
maximale sunt depasite si asta datoritd extractiei si depozitarea mierii s-a facut in conditii
improprii (in praf), In cazul contactului prelungit al mierii cu suprafete metalice nealimentare
(ambalaje). ceste substante sunt responsabile pentru extraordinarele calitdti ale mierii, atdt de
apreciate de noi toti. Compozitia si efectele terapeutice ale mierii sunt determinate de plantele
vizitate de albine, respectiv de principiile active ale acestora.

1.1.2. POLENUL

Conform DEX, polenul este o pulbere provenitd din staminele plantelor cu flori, care reprezinta
celulele sexuale masculine. Pentru albine polenul este principala lor sursa de hrana, sursa unicad de
proteine, principala sursd de substante indispensabile vietii lor: lipide, elemente minerale,
vitamine, enzime, etc. Pentru om, polenul este sursd de vitamine, lipide, proteine, enzime,
minerale. Pentru a intelege originea polenului si cum culeg albinele polenul sunt necesare cateva
date si o imagine.
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Functia unei flori este de a produce seminte. Partile femeiesti esentiale ale unei flori tipice
sunt: ovarul, stilul si stigmatul. Partea masculina este stamina. Aceasta produce polenul, care este
celula sexuald masculind . ovarul devine fruct. Stilul este o prelungire a ovarului in forma de
coloand. In varful stilului, se afli stigmatul. La majoritatea plantelor stigmatul are suprafata
lipicioasa la care aderd grauncioarele de polen unde germineaza. Pentru a lua nastere samanta,
polenul trebuie sa ajunga de pe antere pe stigmat. Prin germinare polenul da nastere unui tub care
trece prin interiorul stigmatului si stilului ajungand in ovar realizindu-se fecundatia. In ovar
fecundatia are loc atunci cand nucleii din celula germinald masculd din varful tubului polinic se
unesc cu nucleii din gelula germinald femeld.Unele plante produc un polen usor, acesta este
transportat de catre vant (polen anemofil), alte plante produc un polen mai greu, mai lipicios, iar
acesta este transportat de insecte (polenul entomofil). 80% din polenizare se realizeaza de catre
albinele melifere. Ea se margineste in zborul ei de cules la o singura specie de plante, evitand
vizitele interspecifice (lalomiteanu 1987).

Recoltarea polenului de cdtre albine
Pe corpul albinelor existd perisori. De perisori se prinde polenul atunci ciand albina viziteaza
florile.Albina se misca repede printre stamine iar polenul se prinde de perisori.

In recoltarea grauncioarelor de polen albinele executa mai multe etape:

a. celulele de polen de pe cap, apendice si primele segmente ale ale toracelui sunt ,,pieptanate”
de catre perisorii tari ai picioruselor anterioare. Perisorii sunt umeziti cu nectar sau cu miere
regurgitatd pentru a ajuta la impachetarea polenului. Partea posterioara si ultimele segmente
ale toraceluisunt curatate de perisorii de pe perechea medie de picioruse. Abdomenul este
curatat cu perisorii de pe piciorusele posterioare.

b. in timpul zborului albinuta impacheteaza polenul si in indeasd in cosuletele ce se afld pe
piciorusele posterioare.

c. ajunsi 1n stup albinuta descarca cosuletele cu ajutorul micioruselor medii, intr-o celula goala
sau partial umpluta.

d. 1nurma ei vine o altd albinuta ce sfarma si preseaza cu capsorul polenul in fundul celulei

Polenul astfel depozitat este acoperit cu un strat de miere urmand sa sufere continue schimbari
biochimic transformanduse in pastura.
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Recoltarea polenului de citre apicultor

Recoltarea polenului de cétre apicultor se face la intrarea in stup, la urdinis, printr-o serie de
dispozitive numite ,,colectoare de polen” care au ca principiu o grila prin care albinutele nu pot
trece decat dupa ce descarca saculetii cu polen Astfel polenul cade intr-o cutie colectoare pe care
apicultorul o goleste de 2-3ori pe zi in ambalaje si In congelator sau in uscatoarele de polen

Caracteristicile organoleptice ale polenului Polenul la recoltare se prezintd sub forma de
grauncioare cu contur neregulat. Culoarea polenului variaza de la alb pana la negru, predominanta
este culoarea galbena. Culoarea variaza mult in functie de florile vizitate de albinute, de exemplu:
galben deschis la alun, galben inchis la gura leului, galben citron la rapita, verzui la artar, albastru
la facelie, gri deschis la ulm si aproape negru la mac. Gustul este placut dulceag, cu parfum
puternic asemanator florilor de la care provine. Umiditatea polenului la recoltare este foarte mare,
de aceea este un mediu foarte bun de dezvoltare al microorganismelor, de aceea trebuie foarte
repede prelucrat (congelet sau uscat). Marimea si greutatea griauncioarelor de polen pot fi
foarte diferite in functie de specia plantei, durata culesului si distanta pana la floarea sursa.
Mairimea si greutatea grauncioarelor de polen conteaza mult din punct de vedere comercial. Un
polen sfaramat nu este atragator pentru ochiul clientului. Din punct de vedere terapeutic marimea
graunciarelor nu conteaza, mai ales ca se recomanda a se consuma in amestec.

Caracteristicile fizico—chimice ale polenului. in momentul recoltirii, polenul are umiditatea
de 15-20%, proteine 7-35%, zahar invertit 1-48%, grasimi 1-18%, substante minerale1-7%.

1.1.3. PASTURA

10
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Pastura sau “Painea Albinelor” este poate cel mai valoros produs al stupului. Albinele aduc
polenul in stup, il depoziteazd in celule, il preseaza cu capgorul il amesteca cu putind miere si
enzime si alte substante nutritive din glandele salivare folosite ca liant pentru grauncioarele de
polen, apoi deasupra pun un strat protector de miere. Aici, sub influenta substantelor addugate de
albine, a microorganismelor, a temperaturii si umiditatii ridicate din stup, polenul trece printr-o
serie de transformari biochimice si modificari structurale, transformandu-se, dupa o perioada de
timp de fermentare naturald, in Pastura.
Datorita faptului ca transformarile suferite de polen sunt biochimice, produsul rezultat este
diferit de polenul initial. Transformarea polenului in pastura comporta mai multe etape:
. prima etapa consta in dezvoltarea bacteriei pseudomonas, aeroba, care va consuma intreaga
cantitate de oxigen, ceea ce conduce in final la moartea acestor bacterii, prin autoasfixiere.
. a doua etapa se produce prin dezvoltarea unei bacteriei anaerobe, lactobacillus, care foloseste
glucidele ca sursa de oxigen, producand in schimb acid lactic, concentratia acestuia ajungand
la 3.2%; de asemenea creste concentratia de vitamine din grupa B.
Pastura are culoare cafenie Inchisa cu gust dulce-amar-acrisor datoritd procesului de fermentare.
Compozitie chimicd: Pastura este un aliment bogat in carbohidrati, proteine, vitamine, aminoacizi

si acid lactic pentru hrana albinei. Este un produs natural mai valoros decat polenul datorita
continutului mai mare in zaharuri simple, vitamina K, enzime si aminoacizi, precum si a aciditatii
sporite, ce o face usor asimilabila. Fata de polen valoarea nutritiva si antibiotica este de 3 ori mai
mare. De asemenea, invelisul extern al polenului, exina, este distrus, determinind asimilarea mai
usoara de catre organism. Compozitia chimica a pasturii este urmatoarea: carbohidrati (glucide
35%); lipide (1-6%); caretonoizi (provitamina A 200-875 mg/kg; vitamina E 1.7 g /kg; vitamina C
6-200 mg/100g produs. Pastura contine mai multa vitamina K si acid folic decat polenul de albine.

1.1.4. PROPOLIS

Propolisul este un material rasinos de consistenta cerii recoltat de catre albine din mugurii si
scoarta copacilor. Proprietatile fizice si culoarea lui variaza, si este folosit in interiorul stupului
pentru scopuri diferite.

Propolisul se prezintd ca o masa lipicioasd de culoare variabild intre verde, maro si negru,
avand miros aromat de ragini si balsamuri. Este solubil in alcool si eter si greu solubil in apa.
Greutatea specifica este de 1.112 -1.136 g/cm?. Punctul de topire este situat intre 70 - 120 °C. La
temperatura de 37 °C se inmoaie, iar la temperaturi scazute este casant.

Daca este incalzit usor in bain-marie se scindeaza in doua parti distincte:

. 0 parte vascoasa ce se lasd la fund
. o parte lichida (ceara de propolis) ce pluteste la suprafata apei

Continutul de ceard variaza intre 7.,5 §i 35 % (Ivanov, 1981). Continutul de impuritdfi variaza intre
18 si 34 % (Makashvili, 1972). Culoarea. Variaza in functie de zona geografica si de plantele de
origine: galben deschis, galbui-verzui, galbui-maro. maro rosiatic, caramiziu inchis, maro verzui,
maro inchis, etc. Ca un exemplu, culoarea predominantd a propolisului Brazilian este rosie, verde
sau maro clara.
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Mirosul. Propolisul european prezinta in mod uzual un miros placut si dulceag de muguri de plop,
ceara, miere si vanilie. Cand este ars degaja un miros delicat datorita raginilor aromatice care devin
volatile. Mirosul propolisului georgian seamana, in general, cu propolisul din alte zone si regiuni
ale URSS (Makashvili, 1972). Propolisul lituanian are un miros foarte puternic de scortisoara. Gustul.
Acru si uneori amar. Propolisul georgian are un gust amar si intepator (Makashvili, 1972). Cea mai
mare parte a tipurilor de propolis brazilian sunt picante. Flavonoizii din propolis au un gust amar si
astringent (Jeanson si Marchenay, 1976). pH Variaza intre 5.2 si 5.7 (Bracho et al., 1998).

Compozitie chimicaPropolisul este compus din rasini vegetale, balsam de diferite compozitii,
ceard, uleiuri eterice, fier, microelemente, la care se adaugd polen, flavonoide, secretii ale
glandelor salivare ale albinelor. Reprezinta un amestec de substante, in special: derivatii flavonici,
acidul ferulic (activ contra germenilor Gram pozitiv si Gram negativ), ceruri, aminoacizi,
balsamuri, fermenti, microelemente (siliciu, magneziu, cupru, molibden, arsen, staniu, aluminiu,
vanadiu, wolfram, fier, aur, iridiu, calciu, cadmiu, cobalt, strontiu), substante antibiotice, rasini,
acizi aromatici, acizi. Compozitia propolisului variaza in functie de specia vegetald de pe care s-a
cules, dar, in medie, acesta contine

. 55% rasini si balsamuri,
. 30% ceruri
. 10% uleiuri eterice, proportii care sunt asemdnatoare pentru orice fel de propolis.

Producerea de citre albine Albinele colecteaza o substantd aromata cu aspect de rasind de pe cel
putin 20 de specii de arbori, in special de pe mugurii de plop si de arin, de pe frunzele, mugurii si
scoarta coniferelor si a plopilor, a salicaceelor (sdlcii) si a prunilor. Materiile rasinoase astfel
culese sunt prelucrate de albine specializate prin amestec cu secretii salivare si ceara.

Producerea propolisului se face in acelasi timp cu cea a mierii i se realizeazd de catre
albinele specializate, in zilele calduroase, cand temperatura este mai mare de 20°C, moment in care
acesta devine plastic. De la un stup se poate recolta o cantitate de 100-400 g propolis, in functie de
regiune.

1.1.5. LAPTISORUL DE MATCA

Laptisorul de matca este o substanta secretatd de glandele hipofaringiene ale celor mai tinere
albine, in zilele a sasea si a patrusprezecea de viatd, substantd cu care va fi hranitad matca si puietul
in primele trei stadii de dezvoltare larvara. Laptisorul de matca este o substantd cremoasa alba in
aparenta si vascoasd. Gustul sdu este specific, putin acru si astringent. Are o compozitie foarte
stabild in mod obisnuit, chiar si cel obtinut de la rase de albine sau colonii de albine diferite.
Stabilitatea sa probabil cé sta la baza stabilitatii genetice a coloniei de albine.

Principalii constituenti ai laptisorului de matca sunt: apa, proteine, zaharuri, lipide si saruri
minerale (Rainer Krell, “Value added products from beekeeping, FAO, 1996). Apa. Constituie aproximativ
2/3 din laptisorul de matca proaspat, dar din partea uscatd, proteinele si zaharurile sunt de departe
fractiunile cele mai mari. O substanta foarte importanta, prezenta in laptisorul de matca, este acidul
10 — hidroxi — decenoic. Concentratia acidului e un bun indicativ pentru verificarea calitatii
laptisorului de matca. In productia organica de laptisor de matci, aceasta trebuie sa fie > 1.8% din
materia uscata.
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1.1.6. APILARNILUL

Apilarnilul este ceea ce se gaseste si se extrage din celula in care se dezvoltd un viitor trantor
in a 7-a zi de stadiu larvar, un amestec de hrana larvard comuna (polen, pasturd,miere §i apa),
reprezentand 3% , corpul larvei de trantor in varsta de 7 zile si Invelisurile larvare, care apoi este
triturate, omogenizat si filtrate.

Apilarnilul este un produs apicol 100% romanesc. Api = albina, lar = larva, n = Nicolae, il =
Iliesiu. Da! Descoperitorul acestui produs apicole este un mare apicultor roman, domnul Nicolae
Iliesiu. Se obtine prin extragerea intregului continut al celulei cu ajutorul unei pompe.

In stup sunt trei tipuri de indivizi ce compun colonia: matca(regina), albinele lucritoare si
trantorii. Singura femela capabild sa depund oud, in mod normal, este matca (regina). Prin ea se
asigurd perpetuarea speciei. Ea depune oud fecundate din care se dezvolta albine lucratoare sau
matcd, si oud nefecundate din care se dezvoltd trantori. Diferentierea celor trei caste este
determinatd de: structura oului (fecundat sau nu), hrana diferentiatd calitativ §i cantitativ si
conditiile de mediu (existenta in natura a surselor de nectar si polen din abundenta, puterea familiei
de albine, sis temul de stup). Ouale depuse de matcd sunt fecundate sau nu in functie de
dimensiunea celulei in care matca depune oul. Daca celula in care matca depune ou este cea
normala de fagure (4,6-5,1mm), la introducerea abdomenului se preseazd si se deschide si
spermateca iesind si un spermatozoid ce fecundeaza oul, daca celula de fagure este maim mare
(6,4-6,6mm) spermateca nu se deschide si cade in fundul celulei un ou nefecundat. Un ou fecundat
— oul diploid - contine 32 de cromozomi (16 din ovulul matur, 16 din spermatozoid), oul
nefecundat — oul haploid — contine 16 cromozomi care prin partenogeneza eclozioneaza trantori.
Metamorfoza la trantor dureaza 24 de zile: 3 zile stadiul de ou, 8 zile stadiul de larva, 13 zile
stadiul nimfal. Pentru obtinerea apilarnilului apicultorul este interesat in mod special de perioada
stadiului larvar la trantor, adicd primele 10 zile de la depunerea oului, inainte ca albinele sa
capaceasca celula. Perioada optima de recoltare a apilarnilului este in a 10-a zi de la depunerea
oului. In aceasti zi, larva atinge dezvoltarea maxima, greutatea este putin sub greutatea maxima,
iar albinele doici au depus o cantitate mare de hrana ce ajutd larva sa treaca de sadiul de nimfa in
cea de adult, in celula capacita prin care mai trece doar aer si umiditate. Plecand de la greutatea
oului 0,012g ajunge in a 11 zi 1n stadiul larvar la 380mg, iar la 24 de zile, adult la 240mg. Fata de
greutatea oului depus in prima zi, larva ajunge pand la de 1500 de ori mai grea. Aceasta este data
de regimul de hranire. Sunt descrise in literaturd doua metode de recoltare a apilarnilului. Prima si
cea recomandatd datoritd calitatii net superioare este cea prin extractie a continutului celulei cu
ajutorul unei pompe cu vid. A doua metoda e prin stoarcerea fagurilor, dar aici raman invelisurile
larvare.

Caracteristicile organoleptice ale apilarniluluiAspectul este omogen, putin vascos cu fine
granulatii. Apilarnilul are culoarea este alb-cenusie; consistenta:laptos, onctuos, usor vascos;
miros: caracteristic, usor aromat (usor a drojdie proaspitd); gust: cremos, usor astringent; fara
impuritati, paraziti, fragmente de larve.

Caracteristicile fizico — chimice ale apilarnilului pH-ul 4,8-6,7; continutul de apa 65 - 80%;
continut substante uscate 20 - 35%; proteine totale 10-20%; glucide totale 1 - 5,5%; lipide 5 -
6,3%; cenusa 1 - 1,5%; substante nedeterminate 4 - 6%; densitate 1,1 - 1,2%.
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1.1.7. VENINUL DE ALBINE

“Veninul de albine lichid este incolor, cu gust picant-amar §i cu un miros aromat
asemandtor bananelor coapte. Este usor acid (pH 5.0-5.5); schimba culoarea hartiei albastre de
turnesol in rosu indicand o reactie acidd. Greutatea specifica este de 1.313 g/cm?. Totusi, solutia
apoasa din veninul uscat nu mai prezinta acest efect, sugerand ca responsabili de reactia acida sunt
compusii volatili. Veninul se usuca la temperatura ambientald in mai putin de 20 de minute,
pierzand intre 65-70 % din greutatea originala. Dupa ce lichidul se evapora se poate recolta 0.1
mg. de venin uscat pur (de la o singura albind). ” (Michael Simics)

Veninul de albine este o combinatie de peptide, enzime, lipide, aminoacizi, carbohidrati cu
puternica actiune farmacologica. Componenta ce se giseste in cantitatea cea mai mare 40-50% ,
cea 1n care se exprima si caliatatea veninului este melitina. Hialuronidaza este o enzima component
de valoare ce scindeaza acidul hialuronic. Apamina impiedica dezvoltarea complementului C3 si
blocheaza canalele dependente de potasiu. Alte substante precum, hyaluronidaza, fosfolipaza A; si
histamina sunt implicate in raspunsul inflamatoriu al veninului. Mai contine cantitati de dopamina,
serotonina si noradrenalina.

Veninul de albine este un produs de secretie al albinelor lucratoare, ce este stocat in punga de
venin si eliminat la exterior in momentul inteparii, care in fapt reprezinta un act reflex de aparare.
Secretia de venin este influentata de varsta albineor, de hrana si de sezon. S-a constatat ca albinele
recent eclozionate nu au venin, abia la varsta de 6 zile reusesc sa cumuleze pana la 0.15mg iar la
15-20 de zile 0.30 mg. Albinele crescute fara polen, deci fara proteine, nu produc venin.
Generatiile de albine crescute primavara cand resursele polenifere sunt bogate, produc mai mult
vein decat cele crescute vara sau toamna. Odata folosita, rezerva de venin nu se mai reface si
albina moare.

= * TR 4 '
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Capitolul 2
Produsele apicole si sinatatea

2.1. Actiuni si utiliziri terapeutice

Originea, compozitia si caracteristicile principalelor produse apicole determina
proprietatile curative ale acestora. Cunoasterea lor are un rol determinant in practica
terapeuticd. Raportul substanta — proprietati este de mare interes pentru biochimisti,
farmacisti, biologi si cercetatori, raportul proprietdti — actiuni farmacologice — efect terapeutic
este foarte important pentru practicieni.

Mierea de albine reprezinta un aliment excelent cu mare valoare nutritiva, biologica si
energetica, usor asimilabil, cu reale proprietdti biostimulatoare datoritd continutului n
substante antibiotice naturale, fermenti, vitamine si elemente minerale.
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Ceara de albine serveste la confectionarea fagurilor artificiali si ca materie prima in
industriile electrotehnica, electronica, optica, cosmetica, farmaceutica, lacurilor si vopselelor
etc.

Polenul, propolisul, laptisorul de matca, apilarnilul si veninul de albine sunt extrem de
apreciate pentru proprietatile lor terapeutice si biostimulatoare.

In teza sunt prezentate proprietatile famacologice ale produselor apicole in 10 pagini.

Au fost enumerate si justificate 28 de proprietati pentru miere, 53 de proprietati pentru polen,
60 de proprietati pentru propolis, 33 proprietati pentru laptitorul de matca, 17 pentru apilarnil,
17 pentru propolis.

2.2. Necesitatea consumului de suplimente alimentare (cocktail apicol), alimente
functionale si folosirea produselor cosmetice pe baza de produse apicole

Proprietatile miraculoase ale amestecului de produse apicole au fost indelung
dezbatute in ultimul timp, numeroase afectiuni putand fi tratate simplu si rapid. Nimic nu este
mai benefic pentru organism ca produsele organice, biologice, care se gasesc in jurul nostru in
naturd, iar pentru a dovedi aceasta ipotezd, ne putem intoarce la origini: inca din Antichitate
au fost consemnate proprietatile miraculoase ale produselor apicole.

Prin componentele lor cocktail-urile apicole sunt adevarate ,,izvoare de sanatate”
avand in vedere continutul foarte bogat in vitamine, minerale §i alte microelemente, toate
acestea recomandandu-I in combaterea multor afectiuni. Fiind amestecuri din produse ale
stupului in diverse formule, aceste formule aduc un mare ajutor oganismului atdt de solicitat
de obosealad, stres, alimentatie nesandtoasa, poluare.

Conceptul legat de nutritie s-a extins de la supravietuire si satisfacerea foamei, la
prevenirea unor efecte adverse cu accent de utilizarea acelor alimente benefice pentru
imbunatatirea calitatii vietii si prevenirea sau reducerea riscului de imbolndvire. Pentru
adoptarea unui stil de viatd sdnatos, ne aflam 1n pragul unei noi abordari in stiintele
nutritionale: utilizarea asa numitelor ,, alimente functionale”.

Cosmeticele bazate pe produse ale stupului ofera tineretea fara de batranete data de
laptisorul de matca, stralucirea si delicatetea mierii, nutrientii polenului, textura find oferita de
ceara de albine naturala, curatenia si protectia date de propolis - cea mai puternica substanta
antimicrobiana naturala, reducerea ridurilor prin intensificarea circulatiei sanguine la nivelul
pielii si datorita hialuronidazei din veninul de albine.

PARTEA AII-A

STUDII SI CERCETARI PERSONALE PRIVIND PRODUSELE APICOLE CU
FINALITATE TERAPEUTICA:

COCKTAIL-URILE APICOLE, ALIMENTELE FUNCTIONALE, COSMETICE CU
VENIN DE ALBINE
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Capitolul 3

Cercetari personale privind calitatea produselor apicole - materie prima

3.1. Materiale si metode

Analiza compozitiei fizico-chimice (a) si microbiologice (b) a produselor apicole ce vor fi
utilizate 1n apiterapie, ca alimente functionale si in api-cosmetologie este de importanta extrema,
deoarece este esential sa se stie daca produsele:
> sunt autentice,
»  au compozitia chimica adecvata tipului de produs apicol declarat
»  nu au incarcatura microbiana patogena, iar cea saprofita este in limitele de accesibilitate.

(a) Pentru produsele apicole care vor intra in formula produselor api-fito-terapeutice propuse, au
fost determinati parametrii fizico-chimici principali: continut de apa, protein totale, lipide totale
(Tabel nr. 6). Deoarece pentru miere sunt importante si alte caracteristici fizico-chimice, s-au
determinat si indicele diastazic, conductivitatea electricad si continutul de HMF (hidroxi metil
furfural). (Tabel nr. 7). Tehnicile de lucru aplicate respectd monografiile din FR X si
Farmacopeea europeand, editiain vigoare.

(b) Studiul activitatii antimicrobiene a unor produse apicole consta in determinarea proprietatilor

antimicrobiene la mierea de albine, propolis, laptisorul de matca, precum si stabilirea eficientei

acestor produse in functie de calitatile antibacteriene in vederea utilizarii lor in tratamente. Astfel,

obiectivele studiului microbiologic vizeaza doua etape:

1)  screeming-ul activitatii  antimicrobiene a produselor apicole fatd de diferite tulpini
bacteriene i fungice.

2)  determinarea cantitativa a concentratiei minime inhibitoare a produselor apicole testate fata
de diferite tulpini microbiene.

Materialul biologic. Studiul a fost realizat pe 16 tulpini microbiene izolate de la pacienti

spitalizati. Identificarea tulpinilor a fost realizatd cu sistemul automatizat VITEK 2, precum si cu

ajutorul galeriilor microtest API 20. Tulpinile bacteriene standard utilizate in studiu sunt:

a)  Tulpini fungice: Candida albicans 103101, Candida famata 366, Candida albicans 601,

b) Tulpini bacteriene Gram-pozitive: Enterococcus faecalis ATCC, Staphylococcus aureus
MRSA 349, SCN, Staphylococcus epidermidis, MRSA 1840, Staphylococcus aureus ATCC,

¢) Tulpini bacteriene Gram-negative: Escherichia coli 634, Escherichia coli 8730, Klebsiella
136202, Pseudomonas aeruginosa ATCC, Acinetobacterbaumanii 7706, Pseudomonas
aeruginosa 6633, Pseudomonas aeruginosa 719.

Produsele apicole testate au fost:
Miere;

Polen;

Laptisor de matca;
Apilarnil;

Propolis;

Tinctura de propolis;
Extract moale de propolis

VVVYVYYVYVYYVY

3.2. Rezultate si discutii

(a) Au fost determinati principalii parametri fizico-chimici ai materiilor prime apicole:
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Tabel nr. 6 Parametrii fizico-chimici principali ai produselor apicole utilizate ca materie prima

Nr. Produs Continut de apa (% Proteine totale (¢ Lipide totale

(o)

1. | Miere salcim 17.4 0.21 0.00

2. | Miere mand 16.4 0.68 0.01

3. | Polen 2013 19.7 18.8 5.1

4.| Polen 2014 19.2 18.6 5.8

5. | Pastura 15.7 16.6 4.4

6. | Laptisor de matca 63.7 13.4 2.2

7. | Apilarnil 61.4 7.6 3.2

Pentru miere s-au determinat si indicele diastazic, conductivitatea electrica si continutul de HMF
(hidroxi metil furfural).

Tabel nr. 7 Caracteristici fizico-chimice specifice mierii

Nr. Produs apicg Conductivitatea electrici  Indice diastazi¢ HMF
(mS/cm) (DN) (mg/kg)

1. | Miere salcim 0.125 14.9 2.3

2 Miere mand 0.962 36.9 4.9

Dupa cum se poate observa din analizele efectuate, mierea de salcdm si mierea de mana sunt
produse autentice, avand indice diastazic ridicat (continut de amilazima provenita de albine) si
continut de HMF foarte scazut. Conductivitatea electricd a mierii de mana este ridicata, peste
limita minima a standardului roméanesc si Codex Alimentarius pentru ca o miere sa fie declarata de
mana (0.8 mS/cm).

Pentru principalele materii prime apicole au fost subcontractate analize specifice catre
laboratoarele de Analize Fizico-Chimice si Microbiologie ale INCD IBA Bucuresti (Institutul de
Bioresurse Alimentare). Buletinele de analiza prezinta caracteristicile materiei prime (umiditate,
aciditate, substantd uscatd, cenusd totald) conform STAS-urilor in vigoare, dar si informatii
referitoare la proprietatile organoleptice ale materiilor prime apicole: aspect, consistenta, culoare,
gust si miros, conform monografiilor din Farmacopeea Romana, editia in vigoare (FR X).

b.1. Determinarea activitatii antimicrobiene a diferitilor compusi apicoli asupra tulpinilor
bacteriene analizate.

S-a utilizat o metoda adaptatd dupa metoda difuzimetrica (Kirby-Bauer).

Tehnica de lucru: 1). Inocularea mediului s-a realizat prin insdmantarea in spot cu ajutorul
tamponului de vata steril: s-a imbibat tamponul in inocul, se indeparteaza excesul de inocul rotind
si presand usor tamponul pe peretii interiori ai tubului, dupa care se descarcd tamponul pe
suprafata placii prin miscari orizontale si apoi verticale, finalizate cu descrierea unui cerc marginal.
In vederea uscarii suprafetei mediului, plicile se lasi cu capacul intredeschis 30 minute la
temperatura camerei sau 15 minute la 37°C. 2). Insimantarea in spot a produsului apicol testat,
cate 5 ul de produs apicol pe fiecare placa. Dupa insamantarea in spot, placile se lasa in repaus la
temperatura camerei 20-30 minute, pentru a asigura difuzarea uniforma a acestor produse apicole
in mediu. 3). Incubarea placilor s-a realizat timp de 16-18h la 37°C, cu capacul in jos. 4). Citirea
rezultatelor s-a realizat prin masurarea diametrelor zonelor de inhibitie generate de diferite produse
apicole, cu ajutorul unei rigle gradate.

Concluzii:

1.  Activitatea antimicrobianad a produselor apicole apreciatd prin metoda difuzimetrica a fost
redusd, zone de inhibitie a cresterii fiind slab evidentiate, cu exceptia tincturii de propolis.

2. S-a observat cd in unele cazuri, activitatea antimicrobiana a produselor testate s-a accentuat
prin continuarea timpului de incubare (de la 24 de ore la 72 de ore).
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b.2. Determinarea valorii CMI (concentratia minima inhibitorie) prin metoda microdilutiilor in
mediu lichid. Permite determinarea C.M.1. exprimata in U I/mgr sau gram produs.

Mod de lucru: Tehnica s-a realizat in placi cu 96 de godeuri. Se numeroteaza godeurile de la 1 lal2
de la stanga la dreapta. Se repartizeaza in cele 12 godeuri bulionul nutritiv (180ul in primul godeu,
respectiv 100ul in restul). In primul tub se repartizeaziun volum de 20 pl din solutia stoc de
produsi apicoli folositi rezultdnd o concentratie de 1/10 in primul godeu. Din acesta se preleveaza
100 pl si se transferd in godeul urmator, unde se realizeaza o concentratie de produsi apicoli de
1/20, s.a.m.d., realizandu-se o serie de dilutii binare din acesti produsi apicoli. In godeul 12 nu se
repartizeaza (tub martor de crestere). Se Tnsdméanteaza toate tuburile cu un volum egal de inocul
standardizat (20 pl), mai putin godeul 11 care va fi martor de sterilitate. Se incubeaza tuburile la
temperatura de 37°C timp de 18-24h. Rezultatele obtinute s-au analizat prin observare
macroscopicd si prin citire la spectofotometru: in primele godeuri, cu concentratii mari de produsi
apicoli, cresterea culturii nu este vizibild, microorganismele fiind omorate sau inhibate in prezenta
acestora. Concentratia de produsi apicoli corespunzitoare ultimului godeu in care nu se mai
observa dezvoltarea culturii reprezintd valorea C.M.I. (mg/ml) pentru compusul apicol respectiv.
In tuburile urmitoare, inclusiv tubul martor de crestere, mediul se tulburd ca urmare a cresterii
microbiene. Tubul martor de sterilitate obligatoriu nu prezinta culturd dezvoltata.

Citirea rezultatelor la spectofotometru. Rezultatele au fost analizate si prin citirea la
spectofotometru, spectrofotometrul fiind astfel un instrument capabil sa masoare cu precizie
cantitatea de fotoni (intensitatea luminii) absorbitd de trecerea lor printr-o proba (solutie). Astfel,
se poate determina indirect §i cantitatea de substantd (concentratia). Pentru tulpinile de Candida
albicans toate produsele testate au activitate antimicrobiand, CMI are valori cuprinse intre 1/10
ssi 1/80. Tulpina de C. famata s-a dovedit insa sensibila doar la activitatea polenului, ceilalti
compusi neavand efect (Tabel nr. 7.1 §i 7.2).

Tabel nr. 7.1. Valorile CMI si CMEB ale produselor apicole testate fatd de tulpini de Candida sp.

Apilarnil Laptisor Miere mana
de matca
Cod tulpina CMI | CMEB CMI CMEB | CMI CMEB
Candida albicans 103101 1/80 1/10 1/320 1/320 1/40 1/40
Candida famata 366 1/40 Fara efect | Fard efect | 1/10 Fara efect| 1/80
Candida albicans 601 1/80 Fara efect | 1/20 1/20 1/80 1/20

Tabel nr. 7.2. Valorile CMI si CMEB ale produselor apicole testate fata de tulpini de Candida sp.

Miere salcam Polen crud
Tinctura de propolis

Cod tulpini CMI CMEB | CMI CMEB CMI CMEB
Candida albicans 103101 | 1/40 1/10 1/320 1/10 1/80 1/40
Candida famata 366 Fara efect| 1/20 Fara efect 1/10 1/160 1/10
Candida albicans 601 1/10 1/10 1/40 1/10 1/160 1/10

Pentru tulpinile Gram pozitive analizate, apilarnil a prezentat activitate antimicrobiana fata de
toate tulpinile, cu o valoare CMI variind intre 1/20 si 1/80png/ul. Restul produselor testate au avut
activitate doar fatd de anumite tulpini, cu concentratii variate, intre 1/10 si 1/320 pg/pl (polen crud
fata de tulpinile de SCN) (Tabel nr. 8.1 si 8.2.), spectrul cel mai Ingust de activitate fiind in cazul
laptisorului de matca.
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Tabel 8.1. Valorile CMI si CMEB ale produselor testate fata de tulpini bacteriene Gram pozitive

Apilarnil Laptisor de matca Miere mana

Cod tulpina

CMI | CMEB CMI CMEB CMI CMEB
Enterococcus ae
ATCC I 1/40 | 1/10 1/40 1/10 1/10 1/10
S. aureus ATCC 1/20 | 1/10 Fara efect | 1/20 1/10 1/10
S. aureus MRSA 349 1/40 | 1/10 Fara efect | 1/20 Fara efect Fara efect
SCN 1/80 | 1/10 Fara efect | 1/20 Fara efect Fara efect
S. epidermidis 1/40 | Fara efect Fara efect | 1/20 Fara efect Fara efect
S. aureus MRSA 1840 | 1/40 | Fara efect 1/20 1/20 Fara efect Fara efect

Tabel 8.2. Valorile CMI si CMEB ale produselor testate fata de tulpini bacteriene Gram pozitive

Miere salcim | Tinctura depropolis Polen crud
Cod tulpina
CMI | CMEB CMI CMEB CMI CMEB

Enterococcus faecalis ATC(Fara efe| Fara efect | 1/20 1/10 Fara efect | 1/10

S. aureus ATCC 1/40 1/10 1/80 1/20 1/160 1/10

S. aureus MRSA 349 Fara efe] 1/10 1/40 1/10 Fara efect | Fara efect
SCN 1/10 1/10 Fara efect | Fardefect | 1/320 Fara efect
S. epidermidis Fara efe] Fara efect | 1/160 Fara efect | 1/320 Fara efect
S. aureus MRSA 1840 1/80 1/10 1/80 1/10 1/160 1/10

La tulpinile Gram-negative analizate se observa ca apilarnil si tinctura de propolis au activitate
antibacteriana fata de toate speciile analizate, iaractivitatea celorlalti compusi variaza functie de
tulpina analizatd. Valorile CMI sunt cuprinse intre 1/10 si 1/320 pg/ul (Tabel nr. 9.1 si 9.2.).

Tabel nr.9.1 Valorile CMI si CMEB la produsele testate fata de tulpini bacteriene Gram negative

Apilarnil Laptisor de matca Miere mana
Cod tulpina

CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB
Pseudomonas aeruginosa ATCC | 1/80 1/10 1/40 1/10 1/10 1/10
Pseudomonas aeruginosa 719 1/80 1/10 Fard efect | Fara efect 1/10 Fara efect
Pseudomonas aeruginosa 6633 | 1/10 Fara efect 1/640 1/10 1/40 1/10
Acinetobacter baumanii 7706 1/60 Fara efect Fara efect 1/10 1/80 1/40
E. coli 8730 1/40 Fara efect Fara efect 1/10 Fara efect Fara efect
E. coli 634 1/40 1/10 1/40 1/40 Fard a efect | 1/10
Klebsiella sp. 136202 1/80 | Fardefect | 1/10 Fara efect 1/10 Fara efect

Tabel nr. 9.2 Valorile CMI si CMEB la produsele testate fata de tulpini bacteriene Gram negative

Miere salcim Tinctura propolis Polen crud
Cod tulpina
CMI CMEB CMI CMEB CMI CMEB
is]?g”éo’”on"s aeruginosa |y g 1120 1/10 Fara efect | 1/320 1/10
Pseudomonas aeruginosa 7| Fara efect Fara efect 1/10 Fara efect Fara efect Fara efect
Pseudomonas aeruginosa 64 1/40 1/20 1/10 Fara efect 1/160 1/10
Acinetobacter baumanii 77( Fara efect Fara efect 1/10 Fara efect 1/20 Fara efect
E. coli 8730 Fara efect Fara efect 1/10 Fara efect 1/320 Fara efect
E. coli 634 Fara efect 1/10 1/10 Fara efect 1/160 1/10
Klebsiella sp. 136202 1/10 Fara efect 1/160 1/10 Fara efect Fara efect
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Capitolul 4
Coktail-uri apicole (marca inregistrata OSIM).

4.1. Analizarea materiilor prime si obtinerea cocktail-urilor apicole prin prisma ISO
22000:2005

Analiza polifenolilor totali din produsele apicole utilizate ca materii prime pentru obtinerea
formulei standard de Cocktail apicol s-a realizat utilizand metoda Folin-Ciocalteu, Continutul de
flavonoide totale a fost determinat prin metode utilizate in literatura de specialitate, adaptate pentru
analiza produselor apicole. Astfel s-a utilizat metoda Dowd, modificata de Arvouet si col. (1994) si
adaptata de Meda si col. (2005)

Tabel nr.10 Principii bioactive generale ale produselor apicole si produsului api (cocktail apicol)

Nr.cr Produs apicol Polifenoli totali (mgGAE/100¢ Flavonoide (mgQE/100
1.| Miere salcam 17.71 4.4
2.| Miere mana 108.00 1.8
3.| Polen 2013 563.2 255.1
4.| Polen 2014 612.4 285.8
5.| Pastura 918.1 435.2
6.| Laptisor de matca 24.52 14.2
7.| Apilarnil 43.51 3.4
8.| PRODUS API 1056.3 532.6

Polifenoli totali (mg GAE/100 g miere)
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Figura nr. 7 Continutul de polifenoli totali al tipurilor de miere analizate

Dupa cum se poate observa in Figura 1, existd o foarte mare diferenta intre continutul de
polifenoli totali al mierii de mana si al mierii de salcam. Compozitia chimicd mult mai complexa,
culoarea chihlimbar inchisa, continutul mare de minerale, fac ca mierea de mana sa fie un produs
apicol extreme de valoros, iar determinarea continutului de polifenoli vine sa confirme acest lucru.

Diferenta intre continutul de flavonoide totale la mierea de mana si mierea de salcdm nu este

atdt de mare, dar mierea de mana contine de app. 3 ori mai multe flavonoide decat mierea de
salcam.
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Figura nr. 8§ Continutul de flavonoide totale al tipurilor de miere analizate

Profilul polifenolic al propolisului precum si cuantificarea compusilor identificati s-a realizat
cu ajutorul tehnicii cromatografice de inaltd performantda HPLC — PDA (High Performance Liquid
Chromatography — Photo Diode Array). Fiecare semnal din cromatograma reprezinta unul sau mai
multi compusi polifenolici, acestia putand fi recunoscuti dupa timpul de retentie, spectrul UV-Vis
si maximele de adsorbtie.
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Figura nr. 9 Cromatograma HPLC-PDA a probei de propolis alcoolic
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Figura nr. 10 Cromatograma HPLC-PDA a probei de propolis apos
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Identificarea si cuantificarea zaharurilor reprezinta un pas important in vederea determindrii
autenticitatii probelor atat din punct de vedere cantitativ cat si calitativ.

Tabel nr.11 Concentratia glucidelor (%) in probele de produse apicole materie prima si produsul
apiterapeutic realizat, determinate prin metoda HPLC

Proba Glucoza | Fructoza | Zaharoza | Maltoza | Melezitoza Total .
zaharuri
Miere salcam 23.77 41.00 1.03 1.44 0.00 72.55
Miere de mana 26.25 35.14 0.14 1.77 1.78 69.29
Polen 2013 13.02 18.29 0.00 0.1 0.00 31.82
Polen 2014 15.20 16.27 0.00 0.10 0.00 31.91
Pastura 9.23 17.264 0.00 0.23 0.00 28.66
Laptisor de matca | 6.67 6.16 0.51 0.15 0.00 13.87
Apilarnil 8.68 8.76 0.14 0.32 0.19 19.00
PRODUS API 19.49 27.08 0.01 0.95 0.47 50.21
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Figura nr. 12 Cromatograma HPLC — IR a probei de laptisor de matca
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Figura nr. 13 Cromatograma HPLC — IR a probei de apilarnil
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Figura nr. 14 Cromatograma suprapusa a standardului 10-HDA (40 mg/ml),
a laptisorului de matca si a apilarnilului analizat.

In analiza compozitionala a laptisorului de matca s-a ciutat si se determine continutul de acid 10-
hidroxidecenoic (10-HDA), ce este marker de autenticitate al laptisorului de matca.

Tabel nr. 14 Activitatea antioxidanta a produselor apicole determinata prin tehnica DPPH si FRAP

Nr.cr Produs apicol DPPH FRAP
(mmol TROLOX/g) (mmol TROLOX/g)
1. | Miere salcdm 0.10 0.25
2. | Miere mana 0.32 0.96
3. | Polen 2013 1.37 2.47
4. | Polen 2014 1.59 3.17
5. | Pastura 8.64 11.42
6. | Laptisor de matca 0.32 2.27
7. | Apilarnil 0.68 16.41
8. | PRODUS API 6.34 10.03

Dupa cum se poate observa din tabelul de mai sus si potentianul antioxidant total (FRAP) si
activitatea de captare a radicalilor liberi (DPPH) la produsele apicole este destul de ridicata
(comparative cu alte matrici naturale), iar combinarea acestora in diferite formuldri conduce la
produse extrem de valoroase pentru utilizarea in tratamentul sau chiar preventia diferitelor
afectiuni.

Explicarea activitatilor benefice ale produselor apicole, si recomandarea utilizarii lor in
apiterapie, sau medicina 1n general, este data de elucidarea cat mai detaliatd a compozitiei chimice
a fiecaruia dintre ele. Diversitatea compozitionald este factorul determinant in actiunile benefice pe
care le au aceste produse, analiza chimica a compozitiei lor fiind certificatul lor de: garantie,
autenticitate, calitate. Pentru a respecta regulile GPM in vigoare si cerintele pentru siguranta si
securitatea alimentelor se impune asigurarea trasabilitatii produsului de la stup pana in depozitul de
materie prima, ulterior pand la conditionarea sa ca produs finit, ca atare sau in diferite formule
complexe. Exemplificare: trasabilitatea apilarnilului.
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Figura nr. 11 - Trasabilitatea produsului Apilarnil de la stup pana la depozitul de materie prima

Materiale si metode Calitatea apilarnilului s-a verificat prin determinarea: [1] aciditatii — pH (5,9-
6,9), [2] umiditatii — apa (65-75 %), [3] densitatii relative (1,1-1,2), [4] a substantei uscate —
rezidiu (25-35 %), [5] cenusei (max. 2 %), [6] a zaharurilor reducitoare (max.10 g%), [7] a
proteinelor totale (9-12 g %), [8] respectiv a lipidelor totale (5-8 g %).
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Rezultate gi discutii. in procesul de obtinere a apilarnilului autorii au apreciat ci exista in total 7
Puncte de control, dintre care 4 Puncte de control la nivelul operatiilor executate de apicultor si
alte 3 Puncte de control pana apilarnilul, ca materie prima, intra la procesare.

Tabel nr. 13 - Rezultate analiza fizico-chimica Apilarnil (mostre - M vs. produs depozitat - P)

M | Proba pH Apa Densitate | Rezidiu Cenusa
% relativa % %
M | Apilarnil 1 6.40 72.2 1.056 27.60 0.83
P | Bihor 6.30 72.0 1.060 28.00 0.85
M | Apilarnil 2 5.98 68.4 1.080 36.60 0.83
P | Bihor 6.00 68.0 1.078 36.00 0.86
M | Apilarnil 3 6.40 78.1 1.055 21.96 0.82
P | Bihor 6.30 78.5 1.060 21.50 0.80
M | Apilarnil 4 5.30 73.00 1.025 27.00 0.50
P | Giurgiu 5.10 72.50 1.031 27.50 0.52
M | Apilarnil 5 6.30 70.9 1.084 29.10 0.80
P | Vaslui 6.28 65.8 1.081 34.20 0.90
M | Apilarnil 6 6.20 59.1 1.140 40.90 0.71
Neamt 6.10 57.2 1.170 42.80 0.72

Astfel, de la o prima analiza, furnizorul produsului Apilarnil 4 (Giurgiu) a fost eliminat datorita
aciditatii prea mari a produsului (pH 5.3), iar produsul Apilarnil 3 (Bihor) datoritd umiditatii prea
mari (78.1 %, raportat la limita de max. 75% apa indicata de literatura de specialitate). e asemenea,
datorita continutului mare de apa, nu s-au putut determina cantitativ lipidele totale nici in probele:
Apilarnil 2 (Bihor) si Apilarnil 6 (Neamt). Furnizorii celor 2 produsele au fost eliminati gi datorita
cantitatii mari de rezidiu determinate (36.6 % la Apilarnil 2 si 40.9 % la Apilarnil 6, raportat la
limita de max. 35% indicata de literatura de specialitate). Au fost selectate in final produsele
Apilarnil 1 (Bihor) si Apilarnil 5 (Vaslui), la care rezultatele analizelor fizico-chimice s-au
incadrat in limitele admise. Produsul Apilarnil 5 s-a remarcat datorita unei densitati relative putin
mai mari (1.084 fatd de 1.056) si a unui continut mai mare de zaharuri reducatoare si lipide totale
(2.5%, respectiv 4.9% fata de 1.7%, respectiv 1.96%), iar produsul Apilarnil 1, din punct de vedere
al continutului in proteina totala.

Activitatea antioxidantd a produselor apicole
Tabel nr. 14 Activitatea antioxidanta a produselor apicole determinata prin tehnica DPPH si FRAP

Nr.cr Produs apicol DPPH FRAP
(mmol TROLOX/g) (mmol TROLOX/g)
1. | Miere salcam 0.10 0.25
2. | Miere mana 0.32 0.96
3. | Polen 2013 1.37 2.47
4. | Polen 2014 1.59 3.17
5. | Pastura 8.64 11.42
6. | Laptisor de matca 0.32 2.27
7. | Apilarnil 0.68 16.41
8. | PRODUS API 6.34 10.03
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Dupa cum se poate observa din tabelul de mai sus si potentianul antioxidant total (FRAP) si
activitatea de captare a radicalilor liberi (DPPH) la produsele apicole este destul de ridicata
(comparative cu alte matrici naturale), iar combinarea acestora in diferite formuldri conduce la
produse extrem de valoroase pentru utilizarea in tratamentul sau chiar preventia diferitelor
afectiuni. Pentru principalele materii prime apicole au fost subcontractate analize specifice catre
laboratoarele de Analize Fizico-Chimice si Microbiologie ale INCD IBA Bucuresti (Institutul de
Bioresurse Alimentare). Buletinele de analizd prezintd caracteristicile materiei prime (umiditate,
aciditate, substantd uscatd, cenusd totald) conform STAS-urilor in vigoare, dar si informatii
referitoare la proprietétile organoleptice ale materiilor prime apicole: aspect, consistentd, culoare,
gust si miros, conform monografiilor din Farmacopeea Romana, editia in vigoare (FR X). A se
vedea Anexa nr. 1 Buletine de analiza ale principalelor materii prime apicole, Anexa nr. 2
Analize HPLC pentru Cocktail apicol, Anexa nr. 3 Analize fizico-chimice si microbiolgice pentru
Cocktail apicol

Capitolul 4
Cocktail-urile apicole

Tendinta modernd este de a utiliza atdt in profilaxie cat si ca adjuvante de tratament
produsele naturale, in scopul de a mari arsenalul terapeutic si de a oferi organismului produse
familiare, usor asimilabile. In acest segment se regisesc si produsele apicole: miere, polenul,
propolisul, apilarnilul si laptisorul de matca, ce fac componenta produsului COCKTAIL APICOL.

Amestecul de produse apicole — COCKTAIL APICOL se obtine prin amestecul diferitelor
produse apicole: miere, polen, propolis, laptisor de matca, apilarnil, pastura, in diferite cantitati
selectiv. A fost stabilit un regim de dozare pentru amestecul de produse apicole, au fost studiate
diferite regimuri de dozare, cu observatia ca nu au fost remarcate alte reactii adverse cu exceptia
eventualelor alergii

In portofoliul Api Life Ro sunt listate 4 cocktail-uri apicole, anume:
Cocktail Apicol de Imunitate pentru Femei

Cocktail Apicol de Imunitate pentru Barbati

Cocktail Apicol de Imunitate pentru Copii

Apicocktail Apilife

YVVYV
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Capitolul 5
Alimente functionale cu produsele stupului

In general, produsele stupului au constituit pentru om, din cele mai vechi timpuri, nu numai o
sursa de alimentatie ci si remedii deosebite impotriva diferitelor boli. Din antichitate, mierea de
albine ca principal produs apicol era recomandata ca ,,o substanta alimentara de prim ordin” i era
admisa in alimentatie ca avand proprietati speciale, favorabile sanatatii si prelungirii vietii.

Mierea de albine este un aliment care imbind cel mai bine calitdtile nutritive cu insusirile
terapeutice. Se pune intrebarea: “S-ar putea include mierea de albine in familia alimentelor
functionale?” Raspunsul ar fi: “Cu sigurantd, pe baza rezultatelor de laborator si a medicinei
integrative, bazatd pe dovezi.”. Argument suplimentar: “In alte {ari, ca si in tara noastrd, mierea
si celelalte produse ale stupului au intrat de mult in arsenalul medicinei traditionale”.

ARONI LIFE - puternic antioxidant, intdreste sistemul imunitar, impiedica procesul de

imbatranire precoce. Contine: miere de albine cu fructe de Aronia (Aronia melanocarpa)

deshidratate (fig. 19). Mierea de albine in combinatie cu fructele de Aronia melanocarpa confera

produsului  ARONI LIFE caracteristicile de “aliment cu utilizare specifica mentinerii

sanatatii” care:

. ajutd la intarirea sistemului imunitar;

. are efect binefacator asupra circulatiei sangelui, a functiondrii inimii i pentru normalizarea
tensiunii arteriale;

. reduce stresul oxidativ i favorizeaza incetinirea procesului de Tmbatrinire precoce;

. este indicat femeilor insarcinate pentru continutul bogat in acid folic;

. este benefic in diabetul de tip-2 datoritd prezentei inulinei, poate scadea nivelului glucozei
din sange;

. contribuie la detoxifierea organismului;

. este un excelent tonic general
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CATIN LIFE - revigoreaza §i tonifica organismul. Contine: miere de albine cu fructe de

catina (Hippophaé rhamnoides) deshidratate. (fig. 20).Mierea de albine in combinatie cu fructele

de catind (Hippophaé rhamnoides) confera produsului CATIN LIFE caracteristicile unui

“aliment cu utilizare specifica mentinerii sanatatii” care:

. contribuie la completarea deficientelor nutritionale;

= este tonifiant general, vitaminizant, antianemic, protector coronarian, antiaterosclerotic;

. favorizeaza dezvoltarea normala si armonioasa a copiilor;

. ajutd organismul in situatii de stres, suprasolicitare nervoasa, de efort intelectual si fizic
sustinut, stiri de oboseala.
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LIFE - asigura protectie cardiovasculara, fortifica sistemul osos, previne imbatranirea
si diminuarea acuitdtii vizuale, bun laxativ. Contine: miere de albine §i caise (Armeniaca vulgaris)
deshidratate. (fig. 21).

Mierea de albine in combinatie cu caisele (Armeniaca vulgaris) confera produsului LIFE -
caracteristicile unui “aliment cu utilizare specifica mentinerii sanatatii” care:

. normalizeaza tranzitul intestinal;

Ll sustine sandtatea cardiovasculara;

=  Tmpiedica aparitia cataractei;

=  previne instalarea osteoporozei;

. are actiune tonica, Inldtura astenia fizica si psihica.

Prepararea produsului LIFE ca aliment functional, s-a bazat pe observatiile unor studii
care ardtau ca: ,.desi uscate, fructele de cais isi pastreaza continutul in minerale si vitamine §i,
iarna dobandesc valoare de medicament”.
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COACAZ - reface organismul dupd efort fizic si intelectual sustinut, stimuleazd
functia cortico-suprarenald. Contine: miere de albine cu fructe de coacaz negru (Ribes nigrum)
deshidratate. (fig. 22)

Mierea de albine in combinatie cu fructele de coacdz negru (Ribes nigrum) conferd produsului
COACAZ - caracteristicile unui “aliment cu utilizare specifica mentinerii sanatatii”
care:

. ajutd in curele de detoxifiere prin eliminarea din organism a toxinelor, a acidului uric;

. efect tonic general in stiri de astenie, oboseald, pentru revigorare dupa eforturi fizice si
intelectuale intense;

. stimuleazd hematopoieza;

. este un produs natural cu actiune similard hormonilor corticosteroizi (cortizon-like) prin
stimularea functiei cortico-suprarenalei §i eliberarea unor substante cu marcatd actiune
antiinflamatorie si antialergica;

. mentine functionarea normald a ficatului, a pancreasului, a splinei si a rinichilor;
imbunatateste acuitatea vizuala.
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GOJI - confera enmergie i vitalitate, protejeaza organismul de stresul oxidativ,
stimuleaza imunitatea, creste longevitatea. Contine: miere de albine si fructe Goji (Lycium
barbarum) deshidratate. (fig. 23)

Mierea de albine in combinatie cu fructele de Goji (Lycium barbarum) conferd produsului GOJI
- caracteristicile unui “aliment cu utilizare specifica mentinerii sanatatii” care:

. amelioreaza tulburarile de vedere, previne diminuarea acuitatii vizuale, protejeaza retina;

. este o sursd importanta de antioxidanti care incetinesc procesul de Imbaétranire;

. creste capacitatea de aparare naturald a organismului;

. regleaza nivelul colesterolului si a ;

= are efect benefic 1n starile anemice prin continutul ridicat de fier, alte minerale si vitamine;

=  protejeaza sanatatea oaselor si ligamentelor, in special prin continutul ridicat de calciu;

. este hepatoprotector si are proprietati anti-imbatranire;

. ajuta la echilibrarea balantei hormonale, imbunatateste functia sexuala;

. influentd favorabild 1n stari de anxietate, stres, oboseala si pentru Imbunatatirea memoriei;

. confera energie si vitalitate, asigura o stare de buna dispozitie.
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PRUN - proprietdafi nutritive, excelent stimulent digestiv, reglator al tranzitului
intestinal, fortifiant natural. Contine: miere de albine si prune (Prunus domestica) deshidratate.

(fig- 24)

Mierea de albine in combinatie cu prunele (Prunus domestica) conferd produsului

PRUN - caracteristicile unui “aliment cu utilizare specifica mentinerii sandtatii” care:

. este un puternic laxativ si un excelent stimulent digestiv care regleaza tranzitul intestinal si
normalizeaza flora intestinala;

. contribuie la reglarea activitatii pancreasului si a greutatii corporale;

. favorizeaza detoxifierea si curatarea colonului;

. amelioreazd congestia hepatica;

. are proprietati nutritive, este fortifiant natural si combate starile de oboseala.
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ZMEUR - imbunatateste digestia, corector al tulburdrilor endocrine feminine, mentine
silueta. Contine: miere de albine si fructe de zmeur (Rubus idaeus) deshidratate (fig. 25). Mierea
de albine in combinatie cu fructele de zmeur (Rubus idaeus) confera produsului ZMEUR
- caracteristicile unui “aliment cu utilizare specificd mentinerii sandtatii” care:
. sustine functionarea normald a tractului gastro-intestinal si amelioreaza simptomele
neplacute ale constipatiei;
. este mijloc de intretinere al sistemului cardio-vascular, previne hipertensiunea arteriala,
ateroscleroza;
. asigura reducerea poftei de mancare, fiind util in prevenirea obezitatii;
. are influenta pozitiva asupra organismului sensibil la raceli repetate, scade febra;
Ll amelioreaza unele tulburari endocrine feminine, ciclul menstrual neregulat;
. are proprietdti hrinitoare, vitaminizante si tonifiante.
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MENT - puternic izvor de vitalitate, stimuleaza digestia, combate diareea, starile de

greata si vomd. Contine: miere si frunze proaspete de mentd (Mentha piperita) maruntite (fig. 26)

Mierea in combinatie cu frunzele de menta maruntite (Mentha piperita) confera produsului MENT
- caracteristicile unui “aliment cu utilizare specifica mentinerii sanatatii” care:

= combate balonarea abdominald, favorizeaza eliminarea gazelor din stomac si intestine;

. impiedica procesele fermentative intestinale;

. calmeaza starile de voma si senzatia de greata;

. combate boala diareica si normalizeaza tranzitu

= 1 intestinal.

Rezultate si discutii

Tabel nr. 15 Continutul in pricipii active §i contaminare microbiana pentru probele de miere cu
pulberi de material vegetal (fructe si plante medicinale)

Nr.total Nr. total comHEntero ba{ Microorganisme specifice Continut in| Continut Continut
microorg. | de levuri si fulUFC/g Staphylo [Escherichia] Salmoneld pectine antociani, expri| caroteni,
aerobe (TA| filamentosi coccus aur spp. in clorura de cia] exprimati in |
UFC/g (TYMC) [%] [mg/100g] caroten, [mg/|
UFC/g
Limita de
admisibilitate | 10* 10’ 10? absent | absent absent
Miere cu Aronia
7,5x 10! 2,0x 10! labsent absent absent absent 3,35 8,1 -
(Asp. flavus)
Mieren cu
caise 5,0x 10 0,5x 10 labsent absent absent absent - - -
Miere cu Citinal -
<10 <10 labsent absent absent absent 3,32 3,94
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Miere cu Coacij

<10 <10 labsent absent absent absent 3,92 17,6 -
Miere cu
Goji 7,0x 10" | 0,5x% 10' absent absent | absent absent 2,91 - 0,65

(Asp.niger)

Miere cu Se identifica; nu s
Prune <10 3,0x 10 labsent absent absent absent 6,66 idoza 0,008
Miere cu Zmeur|

1,1 x 10" 0,5x 10’ absent absent | absent absent 6,91 22 -
Miere cu Menta

2,5x 10 1,0x 10 labsent absent absent absent 1,35 5,1 -

Toate probele sunt corespunzdtoare. S-au incadrat in limita de admisibilitate prevazutd de
Farmacopeea Europeand (FE) in vigoare. Probele de miere cu fructe de Goji si Aronia se
incadreaza in limita de admisibilitate, dar sunt contaminate cu Aspergillus niger (brasiliensis).
Probele nu sunt contaminate cu microorganisme specific patogene

Capitolul 6
Preparate cu venin de albine

Veninul de albine, materie prima supusa analizelor:

Caracterizarea principalelor fractii proteice din veninul de albine roméanesc s-a realizat cu
ajutorul cromatografiei lichide de inalta performanta si a spectometriei de masa. Aceastd abordare
a fost aleasd pentru a obtine informatii valoroase (calitative si cantitative) privind posibilele
diferente existente in compozitia probelor de venin de albine cu origine si an de colectare diferite

Aspectele importante urmadrite prin caracterizarea proteica a veninului au fost:

. amprentarea
. confirmarae calitatii
. autenticitatea

. provenienta.

Materiale si metode

Probele de venin au avut ca tari de provenientd Romania si Ucraina, iar ca recoltare anul
2013. Pastrarea probelor pana la momentul analizei s-a realizat la intuneric, la o temperatura de
5°C, iar datele de identificare a probelor au fost, pentru: Vi —Gorj, Romania / V, —Bihor, Roméania
/ V3 —Sibiu, Romania / V4 —Neamt, Romania / Vs — Ucraina / V; — Ucraina.

Analiza probelor de venin prin cromatografie de lichide de inaltd performanta, HPLC s-a
realizat in laboratoarele Institutului National de Cercetare-Dezvoltare pentru Tehnologii
Criogenice si [zotopice — ICSI Rm.Vilcea.

S-a urmarit cuantificarea componentelor veninului (melitina, apamina, fosfolipaza Ay) prin
metoda standardului extern folosind etaloane de referinta de puritate analiticd, Sigma-Aldrich.
Probele de venin si etaloanele au fost preparate in apa acidulata cu TFA.

Conditiile cromatografice au fost indeplinite prin utilizarea:

. HPLC Thermo Finnigan Surveyor echipat cu detector sir de diode (PDA)

. Separarea — coloana Aquasil C18 (250 x 4.6 mm, 5 pm)

. Detector PDA setat la lungimea de unda 220 nm

. Elutia in gradient a douda faze mobile (apa §i acetonitrile, acidulate cu TFA - acid
trifluoroactic)
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Figura nr. 27 Cromatograf de lichide de inaltd performanta, HPLC Surveyor Plus

Analiza probelor de venin prin spectrometriec de masa MALDI-TOF avut ca scop
determinarea profilelor/amprentelor proteice prin spectrometrie de masa. Echipamenul de lucru a
fost un spectrometru de masa Bruker Microflex LT de la Bruker Daltonics Inc. (Billerica, MA, USA),
cu program suport de control Compass 1.3 for FLEX v3.3. Dupé achizitia spectrelor de masa a
urmat analiza statistica a acestora. Spectrele achizitionate au fost intercomparate cu spectrele din
baza de date “Apitoxin Taxonomy” (Tonete et.al, 2013).

Rezultate si discutii
Metoda HPLC de determinare a continutului proteic al probelor de venin a fost aplicata pe
probe reale iar rezultatele cantitative si procentuale sunt redate in Tabel nr. 14

Tabel nr. 16 Compozitia cantitativa si procentuald a principiilor active din probele de venin
Proba (mg/g

Compus
Vi V2 V3 V4 V5 V7

66.24 61.56 55.01 60.06 54.61 52.92

Fosfoloipaza A2 361.86 345.40 328.03 347.34 311.49 304.43

| Melitina ~ [EEELWES 762.55 746.45 809.07 790.81 760.07

Proba (%)

Compus V1 V2 V3 V4I V5 \%

Apamina 4.5 4.74 4.1 4.5 4.0 4.14

Fosfolipaza A| 21.97 234 21.§ 231 20.] 20.6

Melitina 60.§ 62 604 654 622 629
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Figura nr. 28 Compozitia probelor de venin si cromatograma HPLC
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Probele prezintd un continut de apamind, fosfolipaza A, si melitind asemanator; se observa o
separare evidentd a componentelor apitoxinei (melitina, apamina, fosfolipaza A;) fatd de veninul
integral (indiferent ca este purificat sau in forma lui naturald, fard purificare — dupa cum este
recoltat de catre apicultori) si fatd de miere.
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Figura nr. 29 Cromatogramele pentru a) apamind, b) fosfolipaza A, c) melitina
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Figura nr. 30 Selectia celor mai reprezentative spectre din multitudinea de masuratori efectuate
pentru fiecare proba analitica de standard si apitoxina
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De asemenea, se observad o separare evidentd a venului purificat (pudra liofilizata) fata de
probele proaspete de venin de albine. Analiza probelor de venin prin spectrometrie de masa
MALD a condus la obtinerea de 0.6 mg/g pentru apamina, 11.4 mg/g pentru fosfolipaza si 9.3
mg/g pentru melitind. In ceea ce priveste dispersia probelor de venin de la apicultori se observa
gruparea acestora in aceeasi regiune a diagramei, fara a avea o

Rezultate practice
Prezentam 1n continuare produsele cosmetice LIFE

6.1. Gel revigorant cu venin de albine, ardei iute, menta si pin

Ingredienti (INCI): Aqua, Glycerin, Capsicum firutescens extract, Carbomer, Triethanolamine,
Mentha piperita oil, Pinus sylvestris oil, Benzyl alcohol and methylchloroisothiazolinone and
methylisothiazolinone, Bee venom

Prezentare: Produs special, cu venin de albine, creat pentru ingrijirea si intretinerea pielii,
predispusa procesului de imbatranire biologica si prematurd a organismului. Rezultatele aplicarii
locale au condus la stimularea productiei de colagen si elastina, ajutdnd la regenerarea pielii,
reducand liniile fine si ridurile, la cresterea permeabilitatii vaselor capilare si a circulatiei sanguine,
la diminuarea durerilor musculare, sciatice si la reducerea neuromialgiilor, durerilor reumatice si
articulare. Produsul este realizat pe bazd de compusi bioactivi naturali: flavone, acizi
policarboxilici, vitamine, fitohormoni, enzime, proteine, aminoacizi, microelemente, etc din
veninul de albine, extractele de ardei iute, uleiurile esentiale de menta si pin cu propietati
hidratante, antiimflamatorii, calmante, regenerante si emoliente, Intr-o bazad de gel care formeaza
un film foarte fin pe suprafata pielii impiedicand astfel pierderea de apa transepidermald. Efectele
regenerante, de Intinerire a pielii, analgezice, antiimflamatoare si calmante pentru tesuturile
cutanate sg articulatiile inflamate confera pielii suplete, fermitate si protectie la actiunea agresiva a
factorilor nocivi din mediu.

Actiune. Datorita continutului bogat de compusi chimici naturali din veninul de albine, extractele
de ardei iute si din uleiurile esentiale de pin i mentd, produsul favorizeza relaxarea musculaturii
si articulatiilor, are efect antiinflamator, stimuleaza circulatia sangelui, este benefic in durerile
musculare reumatice sau datorate altor cauze, nevralgii, contuzii, entorse, fracturi. de mentinere a
elasticitatii si aspectului sanatos al pielii.

Mod de ambalare. Produsul este ambalat in borcane din material plastic cu capac, de capacitate 30
ml, 50 ml si etichetat cu denumirea produsului, ingredienti, actiune, producator, insemne grafice,
termen de valabilitate, etc. Ambalajele au un design modern si elegant, asigurand in acelasi timp
integritatea produsului pe toatd perioada de minima durabilitate.

Mod de utilizare: Aplicatii locale usoare de 1-3 ori pe zi, pe zona afectatd, in strat subtire. Se
absoarbe rapid si complet, lasad o senzatie de prospetime, contribuind la atenuarea durerii.
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Atentiondri: A nu se lasa la indemana si la vederea copiilor mici. Contraindicat persoanelor cu
micoze (ciuperci) §i iritatii. A se evita veninul de albine de citre persoanele asmatice, cele alergice
la intepaturile de albine sau polen si de citre gravide. Inainte de prima folosire, se aplica produsul
pe o suprafatd mica de piele (1—2cm2), se asteaptd 48 ore si dacd nu apare nici un efect advers se
poate utiliza produsul conform instructiunilor.

Mod de pastrare: Aceste produse sunt destinate numai pentru uz extern si se pastreaza la loc
racoros, ferit de lumina si caldura.

Acest produs este forma finald, imbunatatitd si notificatd in Uniunea Europeana a gelului brevetat
la OSIM cu cererea nr a 2012 00285 cu data de deposit 25.04.2012 si publicat in BOPI 12/2013,

vezi Anexa nr.7.

6.2. Gel de fata nutritiv si regenerant cu venin de albine si laptisor de matca

Ingredienti (INCI): Aqua, Glycerin, Carbomer, Royal jelly, Tiethanolamine, Parfum, Benzyl
alcohol and methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone, Bee venom

Prezentare. Produs special creat pentru ingrijirea pielii sensibile, predispusa procesului de formare
a ridurilor. Din acest motiv, aceasta trebuie ingrijitd 1n mod corect si eficient. Produsul este realizat
pe bazid de de substante apicole, venin de albine si laptisor de matca, bogate in vitamine,
fitohormoni, complex de enzime, proteine, aminoacizi liberi, microelemente, etc cu propietati
nutritive, hidratante si emoliente, intr-o baza de gel care formeaza un film foarte fin pe suprafata
pielii, impiedicand astfel pierderea de apa transepidermald, asigurdnd transportul nutrientilor in
straturile profunde ale epidermei, ceea ce conferd pielii suplete, fermitate s protectie fatd de
actiunea agresiva a factorilor nocivi din mediul Inconjurator.

Actiune. Activeaza regenerarea celulara, hraneste si tonifica pielea, activeaza circulatia sanguina la
nivel periferic, mentine echilibrul lipo-hidric si pH-ul pielii in limite normale, previne
imbaatranirea prematurd si intdrzie imbdatranirea naturald a pielii, restabileste fermitatea si tonusul
pielii. Efectul este de tonifiere, catifelare, relaxare si madrire a supletii si fermitatii pielii. Nu
prezinta reactii nedorite asupra pielii.

Mod de ambalare. Produsul este ambalat in borcane din material plastic prevazute cu capac
operculat, de capacitate 15 ml, 30 ml, 50 ml, inscriptionate corespunzitor (denumirea produsului,
denumirea producator, adresa, telefon, fax, continut nominal (ml), semn de reciclare ambalaj,
ingrediente, cod de bare individual, numar lot, mentiunea “A se folosi preferabil nainte de...”,
semne conventionale. Ambalajele au un design deosebir, modern, asigurind in acelasi timp
integritatea produsului pe toata perioada de valabilitate.

Mod de utilizare: Produsul este pentru uz extern, se aplicad in strat subtire, dimineata si seara, prin
masaj usor cu varful degetelor.

Mod de pistrare: Depozitarea produsului se face la temperaturi cuprinse intre 10- 25°C, in

ambalajul original, in spatii curate, uscate, ferit de caldura, frig si umiditate.
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6.3. Solutie de venin de albine — spray

Ingredienti (INCI): Aqua, Capsicum frutescens extract, Mentha piperita oil, Pinus sylvestris oil,
Benzyl alcohol and methylchloroisothiazolinone and methylisothiazolinone, Bee venom
Prezentare. Produs special, cu venin de albine, creat pentru diminuarea durerilor musculare,
sciatice si de reducere a neuromialgiilor, a durerilor reumatice si articulare. Produsul este realizat
pe baza de computi bioactivi naturali: flavone, acizi policarboxilici, vitamine, fitohormoni, enzime,
proteine, aminoacizi, microelemente, etc din veninul de albine, extractele de ardei iute, uleiuri
esentiale de menta §i pin, cu propietdti hidratante, antiinflamatorii, calmante, regenerante si
emoliente, in apd, asigurand transportul fitocompusilor in straturile profunde ale epidermei.
Actiune. Datorita continutului bogat de compusi chimici naturali din veninul de albine, extractele
de ardei iute, din uleiurile esentiale de pin si menta, produsul favorizeza relaxarea musculaturii gi
articulatiilor, are efect antiinflamator, stimuleaza circulatia sangelui, este benefic in durerile
musculare reumatice sau datorate altor cauze, nevralgii, contuzii, entorse, fracturi, mentine
elasticitatea si aspectul sandtos al pielii.

Mod de ambalare: Produsul este ambalat in recipiente din material plastic cu capacitate de 50 ml,
cu pulverizator si este etichetat cu denumirea produsului, ingredienti, actiune, producator, insemne
grafice, termen de valabilitate, etc. Ambalajele sunt simplu de utilizat §i asigurda integritatea
produsului pe toata perioada de minima durabilitate.

Mod de utilizare: Aplicatii locale usoare,de 1-3 ori pe zi, pe zona afectatd, in strat subtire. Se
absoarbe rapid si complet, lasad o senzatie de prospetime, contribuind la atenuarea durerii.

Mod de pastrare: Depozitarea produsului se face la temperaturi cuprinse intre 10-25°C, in
ambalajul original, in spatii curate, la loc racoros, ferit de lumina si caldura.

Pentru toate cele trei produse cosmetice cu venin de albine a fost realizat un studiu asupra
iritabilitatii pielii, la Laboratorul autorizat DermoTest Pduna SRL, Anexa 8.

Pentru toate cele trei produse cu venin de albine: “Gel revigorant cu venin de albine, ardei
iute, mentd si pin”, ,,Gel de fata nutritiv §i regenerant cu venin de albine si ldptisor de matca” si
wSolutie de venin de albine - spray,, s-au realizat studii clinice de testare a tolerantei cutanatd din
punct de vedere al reactiilor iritative si alergice pe un lot de 20 de persoane, voluntari sanatosi,
nealergici, femei i barbati, raport final ce se gdseste in Anexa nr.9.
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Capitolul 7
Concluzii si perspective

7.1.  Concluzii generale

Scopul teoretic al tezei a fost evaluarea valorii calitative (nutritionale si terapeutice) a produselor
stupului iar 1n final, valorificarea practica a acestora sub forma de preparate:

»  cocktail-uri apicole,

»  alimente functionale

»  produse cosmetice .

Din punct de vedere al sigurantei alimentare s-a demonstrat ca produsele apicole, pentru a putea fi
utilizate 1n apiterapie, trebuie sa respecte strict conditiile de recoltare, conditionare si depozitare.
Prin natura lor chimica (constituientii principali fiind glucide, proteine, vitamine, enzime) sunt
mediu favorabil pentru dezvoltarea microorganismelor, deci prezinta risc de incarcare microbiana.

Pentru a respecta regulile GMP (Good manufacturing Practice = Bune Practici de Fabricatie) in
vigoare §i cerintele pentru siguranta si securitatea alimentelor se impune a se asigura trasabilitatea
produsului apicol de la stup pana in depozitul de materie prima, ulterior pana la conditionarea sa
ca produs finit (ca atare sau in diferite formule complexe), prin implementarea unui Sistem
Integrat de Management (al Calitatii, Mediului, Sigurantei §i Securitatii alimentare) In fermele
apicole, in unitatile de productie si de procesare a produselor apicole, care sd permita sesizarea si
corectarea factorilor de risc prin analizarea Punctelor critice de control (Pcc).

Studiul cu tema ,,Studii si cercetiri cu privire la produsele apicole. Valorificare sub forma de
cocktail-urile apicole, alimente functionale si produse cosmetice pe bazi de venin de albine”, a
avut ca scop documentarea, experimentarea si evaluarea unor variante tehnologice de obtinere a
unor produse alimentare si cosmetice complexe pe bazd de produse ale stupului, in vederea
optimizarii:

. comporzitiei chimice (prin asociere)

. modului de conservare

. efectului asupra starii de sandtate.

A fost luata in considerare importanta compusilor chimici din produsele apicole pentru mentinerea
si imbunatatirea starii de sdnatate, precum si proprietitile curative ale fructelor si plantelor
medicinale (reinvestigate si valorificate cu ajutorul tehnologiilor moderne), urmarindu-se obtinerea
unor produse de tip “api-fito” eficiente terapeutic la nivelul organismului uman.

Consideram ca obiectivele studiului au fost atinse, fiind parcurse toate etapele stabilite prin

protocolul de lucru (documentare, cercetare, fabricare si testare). Astfel,

1) 1n prima etapd au fost studiate cele mai importante produse ale stupului din punct de vedere
al compozitiei chimice calitative, ulterior efectudndu-se analiza cantitativa a compusilor cu
actiune benefica asupra organismului.

2)  obiectivul etapei a doua a fost obtinerea unor produse api-fitoterapeutice de tipul ,,cocktail
apicol”; au fost determinate diverse variante tehnologice de preparare si s-au identificat
forme de conservare si dozare optime.

3) atreia etapa a presupus studierea posibilitatii de obtinere a unor alimente functionale. Astfel
a fost obtinuta gama de alimente functionale * ” pe baza de produse apicole care, in
asociere cu fructe si plante medicinale, asigura mentinerea §i imbunatatirea starii de sdnatate.

4) ultima etapd, a patra, s-a finalizat cu formularea si testarea unei game de produse cosmetice
pe baza de venin de albine, simplu sau in asociere cu plante medicinale.
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7.2. Recomandari

Ca apicultor, autoarea prezentei teze de doctorat a studiat timp de 10 ani (2004 — 2014) metodele
de recoltare a veninului de albine, observand céd stimularea agresivitdtii albinelor determina
cresterea cantititii de venin recoltate. in baza experientei acumulate Drd. Ing. Cornelia Abilaru
(Dostetan) este indreptatita sa faca urmatoarele observatii:
e agresivitatea albinelor poate fi stimulatd fard a prejudicia fiziologia albinei si activitatea
stupului
e cresterea cantitdtii de venin recoltate este direct proportional cu:
o puterea familiei de albine
o existenta resurselor suficiente de hrand in natura
o tehnologia de recoltare a veninului de albine folosita.
recomandand perfectionarea aparaturii de monitorizare si a dispozitivelor de recoltare a veninului
de albine in sensul optimizarii acestora.

7.3.  Contributii proprii si tendinte viitoare de dezvoltare a cercetarii
Doctoranda:

% a pus la dispozitia laboratoarelor de analiza ale ICSI Romania, USAMV Cluj, ICD
Apicultura, INCD Bioresurse alimentare Bucuresti, SC Hofigal Export Import SA Bucuresti,
etc. mostre variate de produse ale stupului (din locuri diferite din tara si din straindtate,
recoltate in ani diferiti), putand fi astfel analizate principalele componente.

L)

% fiind preocupata de imbunatatirea tehnologiilor de obtinere a produselor apicole, in special de
recoltarea veninului de albine $i monitorizarea permanentd a parametrilor sdi chimici
(melitina, apamina si fosfolipaza A;), a initiat crearea unei baze de date si implementarea
unei metode de lucru (validata de catre ICSI Romania) de analiza a autenticitatii si calitatii
veninului (etapa esentiald in procesul de standardizare a veninului de albine, necesara tuturor
apicultorilor si apiterapeutilor. deoarece nu exista Standard de produs pentru veninul de
albine)

% recoltand veninul de albine din anul 2004 a reusit in cei 10 ani de experimentari si testari sa
perfectioneze aparatura si metoda de recoltare, ajungand la performanta anului 2014, de a
recolta 2-3 g. / zi / 20 familii (comparativ cu primul an, cand s-au recoltat numai 6 g. /
intregul sezon apicol / 20 de familii).

% 1n calitate de reprezentant legal al agentului economic S.C. Apilife Ro SRL Sibiu a obtinut
inscrierea la OSIM ca Marca Inregistrata produsul/denumirea ,,Cocktail Apicol”, in vederea
asigurarii unui mai bun control al pietii de desfacere a amestecurilor de produse apicole cu
utilizari terapeutice.

% prin documentare si testare a reusit optimizarea modului de preparare a amestecurilor apicole
de tip cocktail si aliment functional. Prin perfectionarea modului de conditionarea a
materiilor prime ( apicole / fructe / plante ) si metodei de lucru a reusit obtinerea unui
produsul finit omogen, stabil, care nu mai separa pe faze.
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% arealizat 3 produse cosmetice pe baza de venin de albine care sunt in curs de notificare prin
procedura europeand armonizata pe portalul CPNP sub denumirile comerciale de:
»  Gel revigorant cu venin de albine, ardei iute, menta si pin
»  Gel de fata nutritiv si regenerant cu venin de albine si laptisor de matca
»  Solutie de venin de albine - spray
iar testarile dermatologice efectuate la un laborator acreditat au incadrat produsele in
categoria Creme, emulsii, lotiuni, geluri si uleiuri pentru piele - maini, fata, picioare - cu
clasificarea lor la categoria NEIRITANTE.

Activitatea de cercetare din cadrul proiectului a avut ca finalitate practica obtinerea a 3 categorii
de produse api-fito terapeutice:

o  cocktail-urile apicole

o alimente functionale

o  produse cosmetice

Rezultatele obtinute se preconizeaza a fi de de interes, atit pe piata nationald cat si internationala,
in domeniul
s produselor alimentare traditionale,
suplimentelor alimentare
s produselor cosmetice
pe baza de produse ale stupului.

'0
/7
0'0
R/

Apreciem ca prin rezultatele pozitive obtinute prin prezentul studiu documentar de cercetare
fundamentald cu finalitate practicd, din punct de vedere stiintific existd premize incurajatoare ca
intr-un viitor apropiat sa fie depuse la OSIM alte cereri de brevet, referitoare la:

. produse,

. procedee,

. metode

. dispozitive

din domeniul apiculturii, industriei alimentare si api-fito-terapiei, cu valoare la nivel national.

Din considerentele mentionate doctoranda, dupa sustinerea in sedintd publica a tezei de doctorat si
confirmarea acesteia ca fiind conforma cu conditiile actuale legate proprietatea intelectuald, va
revizui studiul in sensul mentionarii Tn mod mai larg si explicit a numeroase aspecte originale de
tip inventie.

Autoarea a decis de asemenea continuarea si aprofundarea studiilor privind obtinerea produselor
apicole si valorificarea lor in amestecuri complexe optimizate ca aport nutritiv §i terapeutic.

Rezultatele obtinute vor fi comunicate in cadrul unor manifestdri stiintifice interne si
internationale, vor fi diseminate prin intermediul publicatiilor tiparite si in format electronic, cu
scopul de a asigura o continuitate a directiei de cercetare, prin completarea si actualizarea cu multe
alte idei novatoare, originale si prioritare, astfel incat publicul larg si avizat s aiba posibilitatea de
a aplica direct si intr-un mod cat mai pragmatic toate aceste noutati stiintifice, teoretice si practice,
care contribuie la progresul cunoasterii si la dezvoltarea durabild bioeconomica si sociala.
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