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(57) Rezumat:

Inventia se refera la un procedeu de obtinere a mierii
imbogatite n polifenoli proveniti din material vegetal si
la 0 compozitie rezultata prin aplicarea acestui proce-
deu. Procedeul conform inventiei are urmatoarele
etape: macinarea umeda a materialului vegetal si
amestecarea acestuia cu apa, adaugarea unui amestec
de enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza
asupra polizaharidelor din peretele celular si feruloil-
esteraze, urmata de extragerea asistatd enzimatic a
materialului vegetal in apa, ultrafiltrarea tangentiala
continua a amestecului de material vegetal - apa - enzi-
ma, Tncepénd din ora a doua, cu intoarcerea reten-
tatului in masa de extractie asistata enzimatic, extractia
in contracurent lichid - lichid pe contactor membranar a
permeatului extras, reextractia uleiului vegetal in care
s-au extras polifenolii in contra-curent lichid - lichid pe
contactor membranar, fatéd de mierea care se doreste
a fi imbogatita in polifenoli, recuperarea mierii imbo-
gatite in polifenoli, recuperarea uleiului vegetal pentru
reutilizarea acestuia intr-un nou ciclu de extractie si
trimiterea la compostare a materialului vegetal extras.
Compozitia conform inventiei are un continut de poli-
fenol de cel putin 600 mg echivalent acid galic/kg de
miere si o activitate antioxidanta TEAC, de stingere a
radicaluluianionic ABTS, 2, 2'-azinobis- (3-etilbenzotia-
zolin-6-sulfonat) de cel putin 300 echivalent pmol
trolox/100 g de miere.
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PROCEDEU DE OBTINERE A MIERII IMBOGATITE IN POLIFENOLI S| COMPOZITIE
REZULTATA DIN ACESTA

Prezenta inventie se refera la un procedeu de obtinere a mierii imbogatite Tn polifenoli
proveniti din material vegetal, si la o compozitie, rezultatd prin aplicarea acestui procedeu, de
miere si polifenoli bioactivi antioxidanti, care este destinata utilizarii ca aliment functional sau
ca ingredient activ in cosmeceutice sau dispozitive medicale pentru tratamentul ranilor
superficiale.

Sunt cunoscute diferite procedee prin care mierea este Tmbogatitd in ingrediente
biologic active extrase din plante. Mierea, datoritd obtinerii din materii prime de origine
vegetald, respectiv din nectar si polen sau din mang, include compusi fitochimici cu rol
semnificativ in mentinerea si ameliorarea stérii de sanatate. Polifenolii, denumire generica in
care sunt inclusi si flavonoizii si acizii fenolici, sunt o categorie importanta de astfel de
compusi fitochimici. Polifenoli au fost implicati in producerea efectele benefice constatate in
cazul utilizarii mierii pentru o serie de boli degenerative: boli cardiovasculare, diabet, cancer,
boli neurodegenerative (a se vedea aici de ex. review-ul Hossen et al
2017, Pharmacological Reports, 69, 1194-1205). De asemenea polifenoli au un rol
demonstrat in efectul anti-microbian al mierii. Studii recente au dovedit ca mierea de mana cu
un continut ridicat de polifenoli are un efect anti-microbian similar cu cel al mierii de hanuka si
kanuka (Bucekova et al. 2018, Scientific reports, 8, 9061). Amplificarea efectului polifenoliior
din miere de cétre alte ingrediente active determina cresterea activitatii anti-bacteriene, mai
ales fatd de microorganismele patogene din tubul digestiv (Imtara et al. 2018, Evidence-
Based Complementary and Alternative Medicine, 2018, Article ID 7842583; Bellik & Selles
2017, Journal of Food Measurement and Charactenization, 11, 111-118). In acelasi timp
polifenolii actioneaza si pentru favorizarea dezvoltarii bacteriilor benefice din tubul digestiv
(Das et al. 2015, LWT-Food Science and Technology, 61, 244-250), datoritd actiunilor
respectivilor polifenoli ca prebiotice metabolice (Gibson et al. 2017. Nature Reviews
Gastroenterology and Hepatology, 14, 491-502). In special acizii fenolici (de ex. acid ferulic
sau acidul p-cumaric) au un rol semnificativ in aceastd actiune selectiva, de inhibare a
bacteriilor patogene si de stimulare a bacteriilor benefice din tubul digestiv (Pacheco-Ordaz
el al. 2018, Letters in applied microbiology, 66, 25-31).

Intrucéat continutul de polifenoli din miere s-a dovedit a fi un marker clar al calitatii
mierii, brevetul AU 2009337192 B2 descrie o serie de metode de analiza a mierii prin care,
prin determinarea continutului de polifenoli, se determind vechimea mierii, fortifierea cu
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diversi aditivi, regiunea din care deriva mierea, speciile de plante din al caror nectar / mana a
fost produsa mierea si daca mierea a fost incalzitd semnificativ in timpul procesarii.

Mierea este un produs natural extrem de complex, un amestec de molecule cu o mare
diversitate structurald si functionald. Fructoza si glucoza, provenite din solutiile de origine
vegetald, nectar sau manad, sunt concentrate in fagurii din stup pana la circa 82% substanta
uscatd. In aceasta solutie suprasaturata, apa libera este in cantitate foarte mica. Sistemul
acesta molecular, atat de aglomerat in zonele cu apa libera, determina formarea unor
complexe proteine ~ polifenoli, In care se manifestd predominant caracterul pro-oxidant al
formelor chinonice ale polifenolilor (Brudzynski et al. 2013, PLoS One, 8(8), €72897).
Respectivele complexe polifenoli — proteine se asociazd in particule coloidale. Desfacerea
acestor particule coloidale complexe, care includ proteine biologic active, ca defensina si
glucozoxidaza, complexate reversibil cu polifenoli, in nanostructuri bioactive se realizeaza
prin diluarea mierii la utilizare si esentiald pentru manifestarea activitatii biologice specifice
mierii, ca de ex. activitatea anti-microbiand (Brudzynski, et al. 2017, Scientific reports, 7(1),
7637). Imbogétirea mierii necesitd deci introducerea polifenolilor exogeni fortifianti in acel
spatiu molecular aglomerat, cu apa libera in cantitate redusa, in care sunt formate particulele
coloidale implicate in activitatea biologica a mierii.

Principala problema tehnicad in cazul imbogatirii mierii cu ingrediente extrase din
materia prima vegetald este omogenizarea componentelor nou introduse intr-un material cu
vascozitate ridicata, in care difuzia este limitata, pentru a ajunge in spatiul molecular in care
este disponibild apa libera si se formeaza particulele coloidale.

O problema tehnicd derivata este cea a mentinerii activitatii apei in miere in limitele
necesare mentinerii stabilitatii microbiologice. Cresterea activitatii apei inspre limita de 60%
favorizeaza fermentatia prin dezvoltarea drojdillor osmofile spoliatoare (Chirife et al.
2006. Journal of Food Engineering, 72(3), 287-292), deci activitatea apei trebuie mentinuta
sub pragul de 50%, corespunzator unei concentratii de max. 17,2% apa in miere.

Cererea de brevet EP3085356 A1 descrie un procedeu de obtinere a mierii cu
extracte de plante, in care difuzia ingredientelor extrase este favorizatd de amestecarea
mierii cu solventi organici. Procedeul include urmatoarele etape: exiractia materialului
vegetal, intreg sau macinat, uscat sau proaspat, cu un solvent organic; separarea partilor de
plante rdamase neextrase de extractul lichid prin presare si filtrare; adaugarea mierii in
extractul de plante, Intr-o proportie variind de la 10 la 90% in greutate, cu agitare continus;
indepartarea excesului de solvent din amestecul de miere si extract de plante prin distilare

sub vid la o temperatura sub 60°C, cu amestecare constanta, pana cand continutul de apa
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din miere este sub 20%. Compozitia rezultatd este alcatuitd din extracte din muguri de
conifere, genurile Picea, Abies sau Pinus, sau din extracte de plante medicinale - echinacea,
sunatoare, roinitd, menta, cimbru, salvie sau coajd de banane pentru gatit. Solventii folositi
sunt etanol, propanol, izopropanol, acetat de etil, acetond, propan sau hexan. In cazul
procedeului descris de cererea de brevet EP3085356 A1 omogenizarea este favorizatd de
folosirea solutiilor de solventi organici. Solventii organici, in special cei miscibili cu apa, pot
afecta stabilitatea particulelor coloidale si a complexelor proteine — polifenoli. Solventii
organici, propan sau hexan, care ar afecta mult mai putin stabilitatea particulelor coloidale,
pentru ca nu ar influenta disponibilitatea apei libere, au insa o acceptanta redusa din partea
consumatorilor si nu pot fi utilizati pentru procesarea produselor ecologice / organice. De
asemenea, procedeul prezintd dezavantajul utilizarii unui etape de incalzire, care este
consumatoare de energie si care favorizeazd formarea hidroxi-metil-furfural, HMF, un
compus considerat ca reducand calitatea mierii (Shapla et al. 2018. Chemistry Central
Journal, 12(1), 35).

Cererea de brevet WO 2017053708 A1 prezintd un procedeu de obtinere a unei
compozitii de miere imbogéatitd cu componente vegetale prin infuzare. Mierea utilizatd are un
continut de umiditate de 15% pana la 19% (g/g). Procedeul include addugarea unui
materialului vegetal de infuzare la miere pentru a forma o compozitie de miere infuzata /
imbogatitd in ingrediente active vegetale. Mierea poate fi uscatd inainte de adaugarea
materialului de infuzare, dupa adaugarea materialului infuzare sau atéat inainte, cat si dupa
adaugarea materialului de infuzare. Materialul de infuzare este un extract apos sau un suc
extras prin presare, din fructe, seminte, pielite, tulpini, radacini sau frunze. In acest caz
omogenizarea este favorizatd de aplicarea unei solutii apoase. Riscul de fermentare este
ridicat, inclusiv datorité faptului cd mierea initiald are un nivel de umiditate de peste 17,2%.
Reconcentrarea / uscarea mierii, necesara pentru mentinerea stabilitatii microbiologice, este
consumatoare de energie, produce HMF si determina denaturarea proteinelor co-implicate in
actiunea anti-microbiand a polifenolilor (Kwakman& Zaat, 2012, /{UBMB life, 64, 48-55).

Cererea de brevet RU 2013156750 (A) se referd la un procedeu de obtinere prin
agitare viguroasa a unui produs care contine: miere — 96%, pastura - 2,0% si extract alcoolic
din plante - 2,0%. Extractul alcoolic este reprezentat de extract de radacini de lemn duice, de
boabe de paducel, de seminte de silimarind, de plante de oregano, de radacina de brusture
sau de matase de porumb. Procedeul nu se poate aplica decéat la proportii mici de extract in
miere, iar folosirea alcoolului etilic afecteazd stabilitatea particulelor coloidale si a

complexelor proteine — polifenoli si limiteaza utilizarea produsului rezultat final.
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Cererea de brevet RO 130739 A0 prezinta un procedeu de imbunatatire a activitatii
antioxidante a mierii. Procedeul constd in extragerea compusilor activi din afine de padure
liofilizate, dupd care extractul hidro-alcoolic antocianic este concentrat la vid si amestecat in
miere de salcdm monoflord, intr-o cantitate de 1 ... 10%, produsul rezultat avand un continut
total de antociani totali de 8,6...74,8 mg / 100 g, de polifenoli totali de 41 ... 185,7mg /100 g
si 0 activitate antioxidanta totald de 3 ... 22,8 mg echivalent acid ascorbic / 1 ml de produs.
Dezavantajul procedeului rezultd din faptul ca extractul de afine folosit este un extract total,
care are un continut foarte ridicat de oligo- si monozaharide provenite din afine.
Omogenizarea extractului crud total de afine in miere este relativ dificil de realizat, datorita
prezentei acestor oligo— si monozaharide in cantitate mare. Introducerea unei cantitati
semnificative de componente strdine in miere afecteaza stabilitatea particulelor coloidaie si a
complexelor proteine — polifenoli.

Solventi alternativi pentru extractia polifenolilor din materialul vegetal sunt uleiurile
vegetale (Yara-Varon et al. 2017. Molecules, 22(9), 1474). O astfel de solutie, de utilizare a
uleiului vegetal ca solvent alternativ la solventii organici de tipul hexanului, este descrisa in
brevetul US 7557146 B, pentru a extrage licopenul din diferite produse obtinute prin
procesarea tomatelor. O astfel de solutie tehnica, in care se utilizeaza uleiuri vegetale ca
solvent pentru polifenoli, nu a fost insa utilizatd pentru imbogatirea mierii.

Mierea este consideratd un exemplu de produs biologic care are caracteristici de
solvent din componente naturale care exprimd un efect eutectic semnificativ — NaDES,
Natural Deep Eutectic Solvent (a se vedea de ex. Liu et al. 2018, Journal of natural
products, 81, 679-690). Denumirea de eutectic provine de la cuvantul grecesc edtéktos care
semnifica usor de topit, si se referd la efectul de reducerea a temperaturii de topire a unor
amestecuri de substante, care apare in cazul interactiei dintre doi sau mai multi compusi,
aflati in amestec in rapoarte molare bine determinate.

Solventii eutectici sunt cunoscuti pentru capacitatea lor de a solubiliza polifenoli
(Ruesgas-Ramén et al. 2017. Journal of agricultural and food chemistry, 65, 3591-3601).
Brevetul SUA 9 441 146 B include mierea ca unul din exemple de solventi eutectici care pot fi
utilizati pentru extragerea materialelor biologice, dar nu revendica utilizarea mierii pentru
extractia polifenolilor din material vegetal, revendicand alti solventi eutectici asemanatori — ca
de ex. lactoza, glucoza si apa intr-un raport molar de 5:1:2 sau acid malic acid, alanina si apa
intr-un raport molar de 1:1:3. Solventii eutectici au fost utilizati si pentru a extrage polifenolii
din uleiurile vegetale (Garcia et al. 2016. Food chemistry, 197, 554-561).

[V



22018 01094 12/12/2018

Extractia materialului vegetal direct in miere este revendicatad de cererea de brevet
CN 107836684 A. Procedeul descris de aceastd inventie implicd recoltarea materialului
vegetal, respectiv flori, si indepartarea impuritatilor, uscarea si macinarea florilor, addugarea
pulberii de flori la miere si incélzirea la 110-115°C, efectuarea unei scurte agitéri, timp de 10-
60 s, urmata de racirea rapida la temperatura camerei si macerarea la temperatura camerei
timp de 7 zile. Separarea mierii de materialul vegetal se face prin Incalzire si filtrare. In final
mierea imbogatitd cu extracte din flori este uscatd la 40-60°C, pana cand continutul de apa
este de 20-22% si greutatea specificd este de 1,32-1,34. Produsul final pastreaza aroma
specifica a diferitelor tipuri de flori si include fitonutrienti valorosi pentru mentinerea starii de
sdnatate a omului. Etapele de incélzire repetatd afecteaza stabilitatea particulelor coloidale si
a complexelor proteine — polifenoli si favorizeaza producerea de HMF. lar etapa de filtrare,
destinata sa Inlature materialul vegetal fin macinat, reduce semnificativ si continutul de polen
din miere. Polenul este ins& un indicator de calitate pentru miere, deoarece confera o valoare
biologica suplimentard mierii si este esential pentru a verifica originea botanica si geografica
a mierii (Bogdanov et al. 1999. Bee world, 80, 61-69), deci reducerea continutului de polen
din miere reprezinta un alt dezavantaj al acestui procedeu.

Sunt cunoscute si o serie de procedee prin care mierea este amestecatd direct cu
diferite materii prime vegetale, care sunt |dsate apoi s se macereze in miere. Inventia se
refera la un supliment alimentar pe baza de miere. Cererea de brevet RO 132420 AQ descrie
un produs constituit din 74 ... 97% miere si, pentru restul, polen uscat si / sau propolis si
eventual pulberi si tincturi de plante medicinale selectate dintre Chlorella, Spirulina, lucerna,
gréu verde, orz, ovaz, floare-pasiunii, hamei, radacina de valeriand, lavanda, cuisoare, pelin,
menta, oregano, cimbru, catind, curcuma, eucalipt, ulei esential de levantica, menta sau ceai.
Brevetul RO 120683 B1 revendicd un produs constituit din 30 ... 50 parti In greutate granule
proaspete de polen entomofil care nu sunt tratate termic si 50 ... 70 parti in greutate miere de
albine tratata termic, care se obtine prin macerarea polenului in miere timp de 7 ... 8 zile, la 0
temperatura cuprinsa intre 10 si 25°C. Dezavantajul comun al acestor procedee de macerare
cu lasarea materialului vegetal in miere este asociat reducerii stabilitatii mierii ca urmare a
introducerii unor hidrocolozi (fibre vegetale) in cantitate mare. Hidrocoloizii sunt cunoscuti
pentru capacitatea lor de a functiona ca absorbanti de umiditate in amestecurile de
dizaharide cu apa ( Van der Sman, 2013. Food Hydrocolloids, 32(1), 186-194). Absorbtia de
apa din atmosfera determina cresterea activitatii apei si reducerea stabilitatii microbiologice.
In plus, materialul vegetal |3sat in miere modifica aspectul si gustul mierii, ceea ce determina
o reducerea a acceptantei de catre consumatori.
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O solutie alternativa la incalzire, pentru intensificarea procesului de difuzie in fluide
foarte vascoase, ca de ex. miere / NaDES, este utilizarea ultrasunetelor (Zhou, et al.
2018. Industrial Crops and Products, 120, 147-154). Brevetul US 4050952 protejeaza un
procedeu care utilizeaza ultrasunete pentru procesarea mierii. Prin acest procedeu se inhiba
cristalizarea si fermentarea mierii, expunandu-se mierea la radiatii ultrasonore cu frecventa
de 18.000-20.000 Hertz sau mai mare, intr-un interval de temperaturd cuprins intre 50 si
100°F (de la 10°C la 37,78°C), pentru mai putin de 5 minute. Expunerea la ultrasunete nu
numai cd inhibd cristalizarea si fermentarea mierii, distrugdnd majoritatea drojdiilor
spoliatoare, dar creste semnificativ si fluiditatea acesteia (Subramanian et al.
2007. International Joumnal of Food Properties, 10, 127-143). Nu au fost brevetate inca
procedee prin care s3 fie intensificatd extractia si/sau difuzia in miere a ingredientelor
bioactive extrase din plante, inclusiv polifenoli, prin folosirea ultrasunetelor.

Polifenolii, si in special a acizii fenolici, sunt legati / trapati in materialul vegetal, fiind
necesare diferite tehnici pentru facilitata eliberarea lor in solventi. Hidrolazele specifice
diferitelor componente ale materialului vegetal s-au dovedit printre cele mai eficiente mijloace
in asistarea extractiei diferitelor bio-molecule (Nadar et al. 2018, Food Research
International, 108, 309-330). Cererea de brevet W02015082191 A1 revendica utilizarea
cutinazei, inclusiv impreuna cu surfactanti neionici alcoxilati si hidrocarburi saturate, pentru a
creste extractabilitatea polifenolilor din frunzele de ceai. Enzimele pectinolitice au fost folosite
pentru a creste extractabilitatea polifenolilor din struguri, s@mburi de struguri sau boasca
struguri — cererea de brevet W02007038685 A2. Extractia polifenolilor din frunzele de
capsun a fost amplificatd prin utilizarea celulazelor (cerere de brevet CN 102924536 A). Un
amestec de pectinaze, hemicelulaze si proteaze a crescut de peste 20 ori cantitatea de
polifenoli extrasa din srotul de in (Ribeiro et al. 2013, /SRN biotechnology, 2013. Article ID
521067). Nu sunt cunoscute incad procedee prin care sa se elibereze din material vegetal
polifenoli, inclusiv flavonoizi sau acizi fenolici care sa fie extrasi apoi in miere.
Disponibilizarea polifenolilor din matricea extracelulara este necesara in special pentru acizii
fenolici, care s-au dovedit a avea o actiune anti-microbianad selectivd, inhiband bacteriile
patogene din sistemul digestiv si favorizand dezvoltarea bacteriilor benefice.

O problema tehnica suplimentara atunci cand sunt eliberati polifenolii (flavonoizi, acizi
fenolici) din materialul vegetal, sub actiunea enzimelor hidrolitice, este cea a solubilitatii lor
reduse in mediu apos, la pH neutru / acid. Apa este necesara in cantitati semnificative pentru
reactiile de hidroliza, iar polifenolii amfifili / hidrofobi pot ajunge rapid in apa la concentratii
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apropiate de limita lor de solubilitate. Acest fapt poate duce la reducerea eficientei de
extractie asistatd enzimatic.

Problema tehnicé pe care o rezolva inventia este de a realiza un procedeu prin care
sd se disponibilizeze si sd se extraga polifenolii din materialul vegetal si apoi sa se
omogenizeze in miere, fard ca sa fie afectate particulele coloidale care includ polifenolii
bioactivi si fara ca separarea materialului vegetal sa influenteze continutul de polen.

Procedeul conform inventiei este alcatuit din urmatoarele etape:

v Mécinarea umeda a materialului vegetal si amestecarea cu ap3;

v Adédugarea unui amestec de enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneazd asupra
polizaharidelor din peretele celular si feruoil-esteraze, urmatd de extragerea asistatd
enzimatic a materialului vegetal in ap3, timp de 5 ore la temperatura de 55-60°C si pH 6.0;

v Ultrafiltrarea tangentiala continuad a amestecului de material vegetal — apd — enzima,
incepand din ora a 2-a, cu intoarcerea retentatului in masa de extractie asistatd enzimatic;

v Extractia in contracurent lichid-lichid pe contactor membranar a permeatului, cu ulei
vegetal, la temperatura de 45°C, cu reintoarcerea in masa de permeat a permeatului extras,
la 90 min dupa inceperea extractiei enzimatice, timp de 5 ore;

v Re-extractia uleiului vegetal in care s-au extras polifenolii in contra-curent lichid-lichid
pe contactor membranar, fatd de mierea care se doreste a fi imbogatitd in polifenoli, care
incepe la 2 ore min dupa inceperea reactiei enzimatice;

v Ultrasonicarea repetata, cate 3 min la fiecare 30 min, cu o putere de 400 W, a mierii in
care se face extractia uleiului vegetal imbogatit in polifenoli;

v Recuperarea mierii imbogatite in polifenoli dupa 6 ore de extractie in contra-curent,
recuperarea uleiului vegetal si reutilizarea lui pentru un nou ciclu de extractie, si trimiterea la
compostare a materialului vegetal extras.

In cadrul procesului de mai sus detaliile specifice sunt urmatoarele.

Materialul vegetal utilizat in cadrul procedeului conform inventiei este pulpa de catina
din care s-a extras uleiul, polen colectat de albine, pulpd de fructe de padure, ca de ex.
zmeura sau murele din care s-a extras sucul, boasca de struguri.

Amestecarea materialului vegetal cu apa se face in raport de 1 parte material vegetal
la 19 parti apa, iar macinarea umeda se realizeaza pana la dimensiuni de 0,4-0,5 mm.

Amestecul de enzime care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele celular si
feruoil-esteraze este alcatuit din celulaze si xilanaze, min. 120 unitati de celulaza, 500 unitati
de de xilanaza, si, respectiv, 360 unitati feruloil-esteraza per 100 grame de material vegetal
supus extractiei.
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Recipientul de ultrafiltrare tangentiald este prevazut cu membrana de polietersulfona,
cu porii care au prag de masa moleculara de trecere (molecular weight cutoff) mai mic de 30
kDa.

Contactorul membranar pe care se face extractia include o membrand de
politetrafluoretilena (PTFE) cu pori de 0,2 , si este operata la o presiune de max. 1,5 bari.

Uleiul vegetal este ulei de floarea-soarelui, de soia sau de rapita.

Compozitia de miere imbogéatitad in polifenoli are un continut de polifenol de cel putin
600 mg echivalent acid galic per kg de miere si 0 activitate antioxidantd TEAC, de stingere a
radicalului anionic ABTS, 2,2'-azinobis-(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonat), de cel putin 300
echivalent umoli trolox per 100 grame de miere.

Prezenta inventie prezinta urmatoarele avantaje:

v Favorizeaza difuzia si omogenizarea polifenolilor extrasi in miere pana in spatiul inter-
molecular cu apa libera disponibild, datorita ultrasonarii repetate;

v Nu influenteaza in mod semnificativ concentratia de apa libera

v’ Elibereaza cantitdti semnificative de polifenoli, inclusiv acizi fenolici, din materialul
vegetal, ca urmare a activitatii specifice a amestecului de enzime;

v Permite separarea completd si rapidd a materialului vegetal extras si a enzimelor
folosite pentru extractie, de mierea imbogatita in polifenoli;

v Creste activitatea biologicd a mierii, datoritd imbogatirii in polifenoli antioxidanti si
durata de pastrare datorita lichefierii si eliminindrii microorganismelor spoliatoare care
au capacitatea de a supravietui si se inmulti la activitati reduse ale apei in substrat.

In continuare se prezintd exemple de realizare care ilustreaza inventia fara a o limita,
n relatie si cu figura 1.

Figura 1. Reprezentarea schematica a procedeului de Tmbogatire in polifenoli din
material vegetal a mierii

Exemplul 1. Pulpa de catind din care s-a extras uleiul este macinat pe o moara cu
cutite (Willey model 4, Thomas, Thermo Fischer, Waltham, MA, SUA), prevazuta cu o sitd de
0,5 mm. 100 g de pulpa de céatind macinatd este addugata intr-un balon de 3500 ml cu fund
plat, si cu trei gaturi, echipat cu condensator de reflux, palnie de adaugare si termorezistenta
pentru monitorizarea temperaturii. pH-ul este corectat la 6,0 cu solutie 1 M HCI. Peste cele
100 grame pulpa se adauga 1900 ml apa si un amestec de enzime care actioneaza asupra
polizaharidelor din peretele celular si feruloil-esteraze. Amestecul de enzime care actioneaza
asupra peretelui celular este alcatuit din celulaze si xilanaze, min. 120 unitati de celulaza si
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min. 500 unitati de xilanaza per 100 grame material vegetal supus extractiei. Peste amestec
se adauga si 360 unitati feruloil-esteraza per 100 grame de material vegetal supus extractiei.

O unitate celulazicd este definitd ca fiind cantitatea de enzime necesard pentru a
elibera un pmol de echivalent grupari reducétoare de glucoza pe minut, din CM-celuloza 4M
(10 mg/ml) in tampon fosfat de sodiu (100 mM), pH 6 la 40°C.

O unitate xilanazica FXU este definita ca fiind cantitatea de enzime necesara pentru a
elibera o umol de echivalent grupari reducatoare de xiloza pe minut, din arabinoxilan de grau
(5 mg/ml) in tampon MES tampon (100 mM), pH 6,5 la 45°C.

O unitate feruloil-esterazicd (FAE) este definitd ca fiind cantitatea de enzima
necesara pentru eliberarea unui umol de acid ferulic pe minut din etil-ferulat (0,39 mM) in
tampon MOPS (100 mM), pH 6,0, 1a 45°C.

Celulaza care se foloseste este 1,4-(1,3:1,4)-B-D-Glucan-4-glucano-hidrolaza din
Trichoderma reesei ATCC 26921, pudra liofilizata, cu cel putin 1 unitate per mg solid (Sigma-
Aldrich, Merck Grup, Darmstad, Germania). Feruloil-esteraza este un preparat de la
Biocatalysts (Cardiff, Marea-Britanie) produs din Humicola insolens, Depol 740L, standardizat
in activitatea feruloil-esterazica (36 FAE per gram). Xilanaza este endo-B—(1—4)-xilanaza
termostabild din Thermomyces lanuginosus, exprimatd in Aspergillus oryzae modificat
genetic, cu 2500 FXU per gram. Orice alte enzime cu aceleasi caracteristici pot fi folosite.

Suspensia este amestecata energic cu un agitator magnetic, si incalzitd pana la 60°C.
Se mentine 1 ord. Dupa o ord, se scoate palnia de addugare si termorezistenta si se
inlocuiesc cu furtune de alimentare, si respectiv, de reintoarcere retentat ale unui dispozitiv
de ultrafiltrare. Furtunul de alimentare, prevdzut cu sitd de 0,2 mm, este introdus pana
aproape de fundul balonului. Furtunul de reintoarcere retentat se lasa deasupra suprafetei
lichidului. Se continud agitarea magnetica, iar furtunurile se conecteazd la 1 modul de
ultrafiltrare  Biomax, cu membrana de polietersulfond, cu pragul de excludere de 30 kDa si
cu o suprafata de 50 cm® (Merck Group, Darmstad, Germania), printr-un sistem de pompe
pentru ultrafitrare Cogent M1 (Merck Group). Furtunul de alimentare se conecteaza cu
modulul de ultrafiltrare printr-o valva distribuitor prevazuta cu debitmetru. Debitul de lucru al
sistemului de ultrafiltrare se stabileste la 10 ml per min.

lesirea permeatului se cupleaza printr-un furtun de silicon cu un vas de receptie a
permeatului, care se lasd la suprafata lichidului. Vasul de receptie a permeatului de la
ultrafiltrare este un balon de 2000 mi cu trei géaturi, echipat cu termorezistentd pentru
monitorizarea temperaturii. La fundul recipientului se introduce printr-unul din géaturile libere

un furtun care se conecteaza printr-o vaiva la o pompa peristalticd Masterflex /S (Cole
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Parmer, Vernon Hills, IL, SUA), cu un debit de operare de 20 ml/min. Dupa 1 ora si 30 min de
la inceputul experimentului, respectiv 30 min de la inceputul ultrafiltrdrii, se porneste pompa
peristaltica, care alimenteazad un contractor membranar. Contactorul membranar este un
modul de fixare a membranei dreptunghiular (10 * 50 mm), confectionat din doua semi-celule
din teflon, cu intrari si iesi de lichid, etansate prin garniturd de cauciuc siliconic, care fixeaza o
cu zona activd de 25 cm? membrana de politetrafluoretilena (PTFE) cu pori de 0,2 pm.
Membrana folositd este PTUQ022005, produsd de Sterlitech (Kent, WA, SUA), dar orice alt tip
de membrana cu aceleasi caracteristici poate fi folositd. Intrarile si iesirile celulelor
contactorului membranar sunt prevazute cu valve de reglare a debitului si manometre de
indicare a presiunii. Presiunea de operare a contactorului membranar este de max. 1,5 bari,
pentru a evita trecerea apei prin membrana hidrofobd de teflon. Furtunul de iesire al
contactorului membranar se intoarce in balonul cu 3 gaturi, prin gatul liber. Furtunul se lasa
deasupra nivelului maxim al lichidului.

Pe cealaltd parte a membranei de teflon se trece ulei vegetal rafinat de floarea-
soarelui, care provine dintr-un balon de 1000 ml, cu 5 gaturi, termostatat pe agitator magnetic
la 45°C, care contine 500 ml ulei de floarea-soarelui. Pe unul din gaturi se introduce un furtun
de cauciuc siliconic, care se duce pana la fundul balonului. Din acest furtun se alimenteaza
printr-o valva o altd pompa peristalticA Masterflex L/S (Cole Parmer), care duce un debit de
10 ml pe min la contactorul membranar. Astfel se realizeazd extractia in contracurent lichid-
lichid pe contactor membranar a permeatului, cu ulei vegetal, la temperatura de 45°C, cu
reintoarcerea in masa de permeat a permeatului extras. Aceasta extractie se face timp de 5
ore, pentru a facilita extractia polifenolilor hidrofobi slab solubili in apa in ulei vegetal.

Uleiul vegetal in care s-au extras polifenolii se re-extrage in contra-curent lichid-lichid
pe contactor membranar, fatd de mierea care se doreste a fi imbogatita in polifenoli, la 2 pre
de la inceputul extractiei enzimatice in apa, si la 30 min de la inceputul extractiei in ulei a
polifenolilor. 500 ml de miere se distribuie intr-un balon cu 4 géaturi. Pe un gét se introduce
furtunul de lichide vascoase a celei de a treia pompe Masterflex L/S (Cole Parmer), care
alimenteaza cel de-al doilea contactor membranar. Pe un alt gat se introduce furtunul de
iesire al contactorului membranar, care se lasa deasupra lichidului. Un alt gat este pentru
termostatarea mierii la 30°C, iar ultimul gat este pentru introducerea unei sonde de
ultrasonare. Pentru a mentine o buna fluiditate a mierii, ca si pentru a asigura omogenizarea
polifenolilor extrasi, se procedeaza la ultrasonicarea repetata, cate 3 min la fiecare ora, cu o
putere de 400 W, a mierii in care se face extractia uleiului vegetal imbogatit in polifenoli.
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Dupa 5 ore se opreste reactia de extractie enzimaticd, iar materialul vegetal extras
este trimis la compostare. Extractia polifenolilor Tn ulei mai continud 90 min, iar extractia in
contra-curent a polifenolilor din ulei in miere mai continud alte 90 minute. In final se
recupereazd mierea imbogatitd in polifenoli si uleiului vegetal. Uleiul vegetal se poate
reutiliza pentru un nou ciclu de extractie.

In mierea recuperata se determina continutul de polifenoli, prin lichid cromatografie de
inalta presiune (Barberousse et al. 2009. Journal of the Science of Food and Agriculture, 89,
1634-1641) si activitatea antioxidantd TEAC (Alvarez-Suarez et al. 2009, Current Analytical
Chemistry, 5, 293-302). Compozitia de miere imbogatita in polifenoli rezultata are un continut
de polifenol de cel putin 600 mg echivalent acid galic per kg de miere si o activitate
antioxidanta TEAC, de stingere a radicalului anionic ABTS, 2,2-azinobis-(3- etilbenzotiazolin-
6-sulfonat), de cel putin 300 echivalent umoli trolox per 100 grame de miere.

Exemplul 2. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul vegetal
utilizat este polen colectat de albine, iar temperatura de extractie enzimatica este de 55°C.

Exemplul 3. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul vegetal
utilizat este zmeura din care s-a extras sucul, iar uleiul vegetal este ulei de soia.

Exemplul 4. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmatoarele diferente. Materialul vegetal
utilizat sunt capsunile din care s-a extras sucul, iar uleiul vegetal este ulei de soia.

Exemplul 5. Se lucreaza ca in exemplu 1 cu urmétoarele diferente. Materialul vegetal
utilizat este boasca de struguri, iar uleiul vegetal este ulei de rapita.
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Revendicari

1. Procedeu conform inventiei caracterizat prin aceea cd este alcatuit din urmatoarele
etape: macinarea umeda a materialului vegetal si amestecarea cu apa; adaugarea unui
amestec de enzime, alcatuit din hidrolaze care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele
celular si feruoil-esteraze, urmata de extragerea asistatd enzimatic a materialului vegetal in
apa, timp de 5 ore la temperatura de 55-60°C si pH 6.0; ultrafiltrarea tangentiald continua a
amestecului de material vegetal ~ apa — enzima, incepand din ora a 2-a, cu intoarcerea
retentatului in masa de extractie asistatd enzimatic; extractia in contracurent lichid-lichid pe
contactor membranar a permeatului, cu ulei vegetal, la temperatura de 45°C, cu
reintoarcerea in masa de permeat a permeatului extras, la 90 min dupa inceperea extractiei
enzimatice, timp de 5 ore; re-extractia uleiului vegetal in care s-au extras polifenolii in contra-
curent lichid-lichid pe contactor membranar, fatd de mierea care se doreste a fi imbogatita in
polifenoli, care incepe la 2 ore min dupa inceperea reactiei enzimatice; ultrasonicarea
repetatd, cate 3 min la fiecare 30 min, cu o putere de 400 W, a mierii in care se face extractia
uleiului vegetal imbogatit in polifenoli; recuperarea mierii imbogatite in polifenoli dupa 6 ore
de extractie in contra-curent, recuperarea uleiului vegetal si reutilizarea Iui pentru un nou
ciclu de extractie, si trimiterea la compostare a materialului vegetal extras.

2. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca materialul vegetal utilizat
este pulpa de catind din care s-a extras uleiul, polen colectat de albine, pulpa de fructe de
padure, ca de ex. zmeura sau murele din care s-a extras sucul, boasca de struguri.

3. Procedeu conform revendicari 1 caracterizat prin aceea ca amestecarea
materialului vegetal cu apa se face in raport de 1 parte material vegetal la 19 parti apa, iar
macinarea umeda se realizeaza pana la dimensiuni de 0,4-0,5 mm.

4, Procedeu conform revendicérii 1 caracterizat prin aceea ca amestecul de enzime
care actioneaza asupra polizaharidelor din peretele celular si feruoil-esteraze este alcatuit din
celulaze si xitanaze, min. 120 unitati de celulaza, 500 unitati de xilanaza, si, respectiv, 360
unitati feruloil-esteraza per 100 grame de material vegetal supus extractiei.

5. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca sistemul de uitrafiltrare
tangentiald este prevazut cu membrana de polietersulfond, cu porii care au prag de masa
moleculara de trecere mai mic de 30 kDa.
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6. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca include un contactor
membranar pe care se face extractia cu o membrana de politetrafluoretilena (PTFE) cu pori
de 0,2 y, care este operat la o presiune de max. 1,5 bari.

7. Procedeu conform revendicarii 1 caracterizat prin aceea ca uleiul vegetal este ulei
de floarea-soarelui, de soia sau de rapita.

8. Compozitia de miere imbogatita in polifenoli conform inventiei, caracterizata prin
aceea ca are un continut de polifenol de cel putin 600 mg echivalent acid galic per kg de
miere si o activitate antioxidanta TEAC, de stingere a radicalului anionic ABTS, 2,2'-azinobis-
(3- etilbenzotiazolin-6-sulfonat), de cel putin 300 echivalent ymoli trolox per 100 grame de
miere.
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