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Introducere

Prin integrarea tehnicilor de procesare a imaginilor si tehnicilor spectroscopice, imagistica
hiperspectrald a devenit o tehnologie noua care duce la obtinerea informatiilor atat spatiale cat
si spectrale de la o proba. Imagistica hiperspectrala s-a dezvoltat rapid in ultimii ani, intr-una
dintre cele mai puternice instrumente pentru analiza si controlul calitdtii alimentelor. Astfel,
imaginile obtinute prin aceastd tehnica, ofera un potential de obtinere a informatiilor mai
precise si mai detaliate decat este posibil cu alte tipuri de tehnologii simple in industria

alimentelor [1].

Aceasta lucrare are ca scop analiza mierii de salcdm achizitionata de la diferiti producatori.
Pentru obtinerea imaginilor am folosit diferite tehnici microscopice: microscopie de
fluorescentd, microscopie 1n contrast de fazd si microscopie in camp intunecat cuplat cu analiza

hiperspectrala.

Capitolul 1 contine notiuni introductive despre toate cele trei tehnici microscopice prezentate
mai sus (microscopia de fluorescenta, microscopia in contrast de faza si microscopia in camp
intunecat), cat si despre sistemul de analiza hiperspectrald cu care este echipat microscopul

optic in camp Intunecat.

Capitolul 2 descrie in detaliu microscopul in camp Intunecat Tmbundtdtit cu imagistica
hiperspectrala, prezintd componentele sistemului CytoViva si explicd alegerea acestei tehnici
pentru analiza mierii de albine, dar si modul in care au fost achizitionate imaginile

hiperspectrale.

Capitolul 3 are ca scop prezentarea proprietatilor fizice, chimie si farmaceutice ale mierii de
albine de salcdm, argumenteazd motivul alegerii mierii de salcdm ca obiect al analizei si

evidentiaza trasaturile ei caracteristice.

Capitolul 4 se axeazd pe descrierea procesului si metodelor de procurare a probelor, de
pregatire si analiza a acestora. Sunt prezentati parametri de achizitie a imaginilor cat si analiza

imaginilor si prelucrarea lor impreuna cu compararea rezultatelor .

Capitolul 5 reprezintd o concluzie a lucrarii pe baza compararii rezultatelor obtinute cu cele

raportate in literatura de specialitate.
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Capitolul 1. Introducerea tehnicilor de analiza

1.1.Microscopia in camp intunecat

Microscopia In camp intunecat este un tip de tehnica microscopica utilizata in microscopia
opticd, unde doar o anumita parte a specimenului este iluminatd de un fascicul de lumina, iar
restul campului vizual este intunecat. Acest tip de microscopie functioneaza ca o alternativa de
contrast si de rezolutie mai mare fatd de microscopia cu contrast de fazd, unde luminozitatea

imaginii probei este modificata prin schimbari de faza [2].

Condensorul este responsabil pentru iluminarea in camp Intunecat, necesitand blocarea partii
centrale a fasciculului de lumina care trece Tn mod obisnuit prin si in jurul specimenului. Acest
lucru permite doar razelor oblice sa interactioneze cu proba. Un condensor simplu contine o
lentila superioard sub forma sferic concava, permitand formarea unui con inversat de lumina
cu ajutorul razelor de lumina care ies de pe suprafata lentilei conul focalizand lumina pe partea
centrala din planul probei. In locurile in care apertura numerici a condensorului este mai mare
decat cea a obiectivului, sau in zonele care nu contin proba, razele oblice se intersecteaza
reciproc, trec pe langd obiectiv, 1dsand acele zone intunecate (Figura 1.1.). Razele oblice
interactioneaza cu specimenul si sunt difractate, reflectate si/sau refractate de elemente din
proba, atunci cand o proba (in special una nealterata, care absoarbe lumina) este plasatd pe o
lamela. Acest lucru permite razelor deviate sa intre in obiectiv, rezultatul fiind un specimen

luminos pe un fundal negru [3].

Diffracted rays

Non-diffracted rays

Specimen

Condenser —

Annular rays
Annular Filter ,: i

White light

Figura 1.1 Principiul microscopiei in camp intunecat [4].

[luminarea in camp intunecat este adecvatd pentru observarea muchiilor contururilor, si
limitelor probelor cu indice de refractie similar cu al aerului. Organismele acvatice vii, oasele,

fibrele, parul, drojdia, insectele mici, bacteriile nealterate, celulele in cultura, tesuturile si



Bradean Luoana Lorena Analiza hiperspectrald a amprentei mierii de albine

protozoarele reprezintd probe potrivite pentru iluminarea in camp Iintunecat. Probele
nebiologice includ cristale minerale si chimice, particule coloidale, sectiuni subtiri de polimeri
si ceramica care contin incluziuni mici, diferente de porozitate sau gradiente ale indicelui de

refractie.

Un pas important reprezintd pregatirea probelor pentru analizd cu microscopul in camp
intunecat, deoarece caracteristicile care se afla deasupra si dedesubtul planului de focalizare
pot Imprastia lumina si pot contribui la degradarea imaginii. Astfel proba trebuie imobilizata si
sa fie suficient de subtire pentru a elimina efecte de tip ,,out-of-focus” blur. Un alt aspect ar fi
curatarea lamelei pe care este plasatd proba sau acoperirea probei intrucat fiecare particuld de
pe acestea va fi iluminata si poate produce confuzii in ceea ce priveste interpretarea imaginilor

rezultate in urma analizei microscopice.

Microscopia in camp Intunecat are o multime de aplicatii utile in stiintele si industriile biologice
si metalurgice. De exemplu identificarea partilor celulare, localizarea si compozitia
specimenului, motilitatea culturii. Acesta poate fi folosit pentru a observa celulele sanguine si
partile unei celule, sectiuni de tesut, diferite tipuri de nevertebrate, bacterii, alge, fan, pietre
pretioase cum ar fi diamante si fracturi pe metale. Specimenele cu contrast scazut si lichidele
sunt probe potrivite pentru analiza cu aceasti tehnica de microscopie. In plus, poate fi utilizata

pe o varietate de alte aplicatii, inclusiv in caracterizarea nanomaterialelor [3].

Avantajele acestui tip de microscopie sunt vaste. Prin fundalul sau intunecat, probei i se ofera
un grad ridicat de contrast, ceea ce face ca probele cu indicele de refractie similar mediului sa
fie usor de vizualizat. Analiza probelor poate fi realizata fard ca specimenele sd fie tratate,
colorate sau marcate. Deoarece multe microscoape de laborator conventionale pot fi

configurate pentru iluminarea in cdmp Intunecat, aceasta tehnica este accesibila [3].

1.2. Microscopia de fluorescentia. Microscopia in contrast de faza

Pentru monitorizarea fiziologiei celulelor ca instrument de baza se foloseste microscopia de
fluorescentd. Configurarea microscopului este realizatd cu scopul de a creste contrastul si
rezolutia spatiala. Procesul pe care se bazeaza fluorescenta implicd absorbtia de energie
luminoasa (un foton) de catre o proba, si emisia unei parti din aceasta energie (ca un alt foton)
dupa un timp de nivelul nanosecundelor. O anumita cantitate de energie este pierdutd in acest
proces, deci fotonul emis are energie mai mica decat cel absorbit. Lumina emisa de proba astfel

are o valoare a lungimi de unda mai mare decat cea a luminii absorbite (excitatie) [5]. Prin
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excitarea atomilor sau moleculelor cu radiatii de o energie mai mare, are loc absorbtia, folosind

de exemplu radiatii din domeniul UV, iar emisia are loc de obicei in domeniul vizibil [6].

Un microscop cu fluorescenta este un microscop optic care utilizeaza fluorescenta in loc sau n
plus fatd de reflexie si absorbtie pentru a studia proprietatile substantelor organice sau
anorganice. Microscopul cu fluorescenta a fost conceput in prima parte a secolului al XX-lea

de august Kohler, Carl Reichert si Heinrich Lehmann, printre altii [7].

" Detector

Emission Light

Dichroic
Filter

Excitation
Filter

Objective
Lens

Figura 1.2. Diagrama care ilustreaza filtrele optice si drumul luminii in microscopul de

fluorescenta cu iluminarea epi [8].

Microscopia in contrast de faza, a fost descrisa initial de fizicianul olandez Frits Zernike, ca
fiind o tehnica opticd care Tmbundtateste contrastul, care poate fi utilizata pentru a obtine
imagini cu contrast ridicat ale specimenelor transparente, de exemplu celulele vii (de obicei in
culturd), microorganismele, fragmentele de sticld si particulele subcelulare (inclusiv nucleele
si alte organite), feliile subtiri de tesut, modelele litografice. Un mecanism optic interpreteaza
variatiile schimbarilor de fazd in modificari corespunzatoare ale amplitudinii, care pot fi

vizualizate ca diferente in contrastul imaginii [9].

Microscopul in contrast de faza prezinta doua suporturi speciale pe care se plaseaza filtre care
polarizeaza lumina. Lumina naturald a soarelui sau alte forma de iluminare artificiala, transmite

unde de lumina cu vectori de camp electric care vibreaza in toate planurile perpendiculare in
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ceea ce priveste directia de propagare. Vectorii campului electric pot fi limitati la un singur

plan, prin filtrare, proces numit polarizare a luminii (toate undele vibreaza in acelasi plan) [10].
1.3. Imagistica hiperspectrala

Imagistica hiperspectrald (HSI) este un domeniu in plind dezvoltare, in care sunt combinate
avantajele analitice ale spectroscopiei optice, cu vizualizarea obiectelor in doua dimensiuni,
obtinutd prin imagistica optica [11]. Aceasta tehnica analizeaza un spectru larg de lumina in
intervalul 400-1000 nm. Fiecare pixel al imaginii contine informatii spectrale, care sunt
adaugate ca o a treia dimensiune a valorilor la imaginea in 2D, generandu-se un cub de date

tridimensional, sau un hipercub.

Lumina care ajunge de la o zona a probei este analizatd Tn mai multe benzi spectrale diferite,
pentru a oferi mai multe informatii despre proba. In HSI, se poate detecta amprenta de absorbtie
unica a unui singur obiect. Alte tehnologii optice pot livra informatii monocrome sau de
absorbtie policroma, insd HSI este capabil sa distinga intregul spectru de culori in fiecare pixel,
prin urmare, imaginea spatiala in 2D este suplimentatd de informatii spectrale [12]. Imaginea
de culoare RGB comuna este un exemplu simplu si bine cunoscut de cub de date tridimensional,
unde una din culorile: rosu, verde si albastru 1i este atribuitad fiecarui pixel. Cuburile de date
hiperspectrale contin informatii despre absorbtia, reflexia, sau spectrul de fluorescenta pentru

fiecare pixel de imagine [11].

HSI a fost introdusa pentru identificarea si cuantificarea constituentilor chimici, dar si pentru
determinarea amplasdrii sau distributiei spatiale a acestora In proba. Tehnologia HSI a fost
aplicatd recent ca un instrument analitic de proces pentru verificarea rapida, nondistructiva si
noninvazivd a produselor alimentare si agricole. Majoritatea metodelor hiperspectrale
utilizeazad o abordare pe baza pixelilor, aceastd metoda producand un numar mare de spectre
predominant NIR (,, near infrared” — infrarosu apropiat) la nivelul probei, elimindnd coerenta
spatiala care este prezentd 1n analiza. Aceasta tehnologie obtine informatii chimice in aceeasi
imagine si permite analiza de structuri, prin combinarea avantajelor analizei imaginii cu cele
ale spectrometriei. Oferd de asemenea avantaje considerabile fatd de metodele conventionale,
ducand imagistica hiperspectrald la un nivel superior fatd de alte metode. Permite obtinerea de
informatii multicomponente dintr-o proba, si reuseste sa identifice distributia spatiala a mai

multor componente chimice si fizice, fiind o metodologie analitica [13].

Pregatirea minima a probei, timpii rapizi de achizitie si vizualizarea, respectiv analiza

distributiei spatiale pentru numeroase compozitii chimice simultan, alaturi de natura
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nedistructiva reprezinta principalele avantaje ale imagisticii hiperspectrale, fatd de metodele
conventionale. Nevoia de metode rapide si fiabile de autentificare si identificare a obiectelor,
au crescut interesul pentru punerea in aplicare a imagisticii hiperspectrale pentru controlul

calitdtii in agricultura, industrie farmaceutica si alimentara [1].

Aceastd tehnicd este potrivita pentru numeroase aplicatii datoritd multitudinii de informatii si
capabilitatii de a putea recunoaste caracteristici individuale ale probelor. Cu toate acestea,
tehnologia are unele dezavantaje care trebuie luate in considerare inainte de folosirea acestei

metode punerea in regimurile de evaluare a calitatii alimentelor.

Printre cele mai importante avantaje ale utilizarii tehnologiei HSI in analiza alimentelor se

numara urmatoarele aspecte:

e Nu este necesard pregatirea speciald a probei.

e Nu se folosesc substante chimice pentru evaluare, ceea ce ofera siguranta si protectie
mediului.

e Devine o metodd de analiza simpld si rapida odatd ce modelul de calibrare este
construit si validat

e Este o metoda neinvaziva si nedistructiva, astfel incat aceeasi proba ar putea fi utilizata
si pentru alte analize

e Este o metoda economica, comparativ cu metodele traditionale.

e Nu colecteaza un singur spectru intr-un singur loc de pe o proba, ca in spectroscopie,
ci inregistreaza un volum spectral, ce contine un spectru complet din fiecare punct
(pixeli) dinproba.

e Ofera analiza completa dupa inregistrare. Se poate alege orice regiune de interes (ROI)
din imagine si dupd achizitia imaginii. Atunci cand un obiect sau un ROI in obiect
prezinta caracteristici spectrale de interes, acea regiune poate fi selectata si spectrul sau
poate fi salvat intr-o biblioteca spectrala si analizat mai departe.

e Datorita rezolutiei spectrale ridicate, oferd masuratori calitative cat si cantitative [1].
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Capitolul 2. Sistemul CytoViva

Calitatea semnalului primit de detector dupa trecerea prin componentele microscopului confera
veridicitate datelor de microscopie HSI. Astfel, capacitdtile de 1naltd precizie a raportului
semnal-zgomot ale iluminatorului EDF (Enhanced darkfield) devin esentiale pentru utilizarea
eficientd a analizei HSI in probe biologice si in alte probe translucide. Pentru a utiliza
iluminatorul EDF CytoViva a realizat un sistem microscopic hiperspectral complet integrat
(Microscop hiperspectral CytoViva), care include o etapa translationald automatd X/Y, un
spectrograf cu grilaj de difractie cuplat cu detector si un software analitic personalizat, care
permite cartografierea detaliata la nivelul pixelilor. Sunt disponibile optiuni atat pentru
infrarosu (VNIR) (400-1000 nm), cat si pentru infrarosu cu unde scurte (SWIR) (900-1700
nm). Combinatia dintre capacitatile analitice si de cartografiere ale HSI si imagistica tehnicii

de iluminare EDF ofera nanotehnologiei un puternic instrument de analiza. [14].

2.1. Componentele sistemului CytoViva

Figura 2.1 Componentele sistemului CytoViva din dotarea Facultatii de Fizicd din cadrul

Universitatii ,,Babes Bolyai”, Cluj Napoca

1. Computer cu doua monitoare pentru achizitia, stocarea, vizualizarea si analiza imaginilor,
care contin software-urile ENVI 4.8 (pentru analiza hiperspectrald) si OCULAR (pentru

vizualizarea imaginilor Tn cdmp Intunecat) — Figura 2.2.
2. Cablu optic ce ghideaza lumina spre iluminatorul CytoViva.

3. Sursd de lumina cu lampa cu halogen, de putere 150W si domeniu de emisie de radiatie intre

400-2500 nm.

4. Camera optica.

10
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5. Sistem microscopic Olympus in caAmp intunecat.

6. Masa motorizata care se deplaseaza cu ajutorul unui joystick, pentru localizarea probei.

Figura 2.2 Screenshot cu Software-urile folosite pentru achizitionarea si analiza imaginilor

2.2. lluminarea in camp intunecat

Iluminatorul CytoViva in camp Intunecat permite observarea opticd directd a probelor din
medii transparente si translucide, fara a necesita etichetarea sau marcarea acestora. Performanta
iluminatorului Tmbunatatit reprezinta rezultatul unei cdi luminoase ce reuseste sa concentreze
densitatea maxima a fotonilor pe proba, permitidnd o performantd imagistica superioard a

raportului semnal-zgomot [15].

[luminarea in camp intunecat a servit mult timp ca un instrument util in imagistica optica a
probelor de naturd biologica, deoarece folosindu-l, probele nu necesitd marcare. Apertura
numericd mare, iluminrea unghiului oblic pentru producerea de imagini pe baza de reflexie,
refractie si imprastiere. Limitarile iluminarii standard a cAmpului Intunecat au aparut din doud
probleme. Prima problema este reprezentata de dificultatea in focalizarea corecta a luminii
emisd de condensor pe planul dorit al probei. A doua este reprezentata de pierderea luminii
inerente prin diferite lentile de difuzie din componenta microscopului, precum si prin spatiul
dintre diafragma de camp si intrarea in condensor. Tehnica de iluminare in cAmp intunecat
abordeaza aceste probleme printr-un sistem inchis [15]. Sistemul inchis directioneaza
iluminarea direct in condensor, fixand geometria caii de lumina de la sursa de lumina la fanta
de intrare a condensorului (Figura 2.3). Aceasta concentreaza densitatea maxima a fotonilor pe
proba, permitand o performantd imbundtatitd a raportului semnal-zgomot. Astfel design-ul face
ca focalizarea condensorului sa se realizeze mai usor $i mai consistent pe planul de imagine

dorit al probei [16].

11
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Figura 2.3 Reprezentarea drumului parcurs de radiatia luminoasa prin iluminatorul CytoViva

[15]

2.3. Imaginile hiperspectrale

Analiza suprafetei esantionului se realizeaza prin translatarea lamelei in incremente mici de-a
lungul unei directii cu platforma motorizatd. Aceastd miscare aduce zonele adiacente ale
esantionului in pozitia transversald, in care este inregistratd o imagine spectrald. Fiecare
inregistrare acoperd o linie ingustd si contine spectrul fiecarui punct de-a lungul liniei. Prin
repetarea acestei miscari, se dobandesc spectrele dintr-o zona bidimensionald a esantionului.
Acest proces este cunoscut sub numele de scanare hiperspectrald “pushbroom", si permite atat
formarea imaginii esantionului, cat si spectrul din fiecare punct al imaginii sa fie capturate ca
un cub de date hiperspectral. Dimensiunile cubului includ dimensiunile X si Y ale zonei

spatiale si datele spectrale asociate fiecarui pixel al imaginii (Figura 2.4) [16].

12
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Figura 2.4 Ilustratie a unui cub hiperspectral creat prin combinarea a doua directii spatiale (X,

Y) si una de lungimi de unda (), in imagistica hiperspectrald [17]

De obicei, aceste imagini hiperspectrale sunt create in cateva secunde, in functie de expunerea
aleasa si numarul de linii selectate. Componentele sistemului de imagistica hiperspectrala
includ: o sursa de lumind specializata, o platforma translationald automata, un spectrograf de
difractie a transmisiei si o camerd foto. Aceste componente sunt integrate pentru a lucra
impreund cu software-ul de captare si analiza a imaginilor. Acest software oferd posibilitatea
de a compara spectrele dintr-o imagine sau mai multe, de asemenea, poate construi o biblioteca
spectrald de elemente unice ale probei si folosind aceastd biblioteca spectrald, aceste elemente

pot fi apoi mapate in probe ulterioare [18].

Achizitionarea unei imagini si caracteristici ale software-ului ENVI de baza vor fi prezentate
pe rand. Primul pas este reprezentat de pozitionarea lamelei cu proba pe platforma motorizata
pentru analiza. S-a setat obiectivul dorit (in cazul nostru 40x) pentru analiza si s-au deschis cele
doud software-uri OCULAR (pentru captarea imaginii optice de camp intunecat) respectiv
ENVI 4.8 (pentru obtinerea informatiilor hiperpsectrale). Prima parte a achizitiei consta in
obtinerea unei imagini cu imagistica Tn camp intunecat, zona de interes a probei fiind
identificata cu ajutorul software-ului OCULAR. Dupa realizarea acestui pas, se poate incepe

achizitia imaginii hiperspectrale.
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Se incepe prin directionarea luminii de la ocularul microscopului la camera
hiperspectrald atasatd microscopului. Se deschide programul ENVI 4.8 si se selecteaza

deschiderea ferestrei de control a Microscopului hiperspectral CytoViva (Figura 2.6).

oy wa Hypersoectral Microscope =)

Figura 2.5 Print screen cu meniul programului ENVI 4.8 [19]

Dupa selectarea “CytoViva Hyperspectral Microscope” se va deschide fereastra de
control in care se vor seta parametrii de achizitie: timp de expunere (0.25 secunde),
obiectivul folosit (40x) cat si folderul in care se vor salva datele hiperspectrale, dar si

numarul de linii dorite pentru scanare (Full-696) (Figura 2.6).

B Cytoviva HS Micrascope Controls
PO HSI Comnal

Objectve Mapniicalion #kk  ~

Exposre (sac) |0.2600

H3l Flerame Choose

|Cisers'\Babes Botya ' Documents ' Student Luoan
Fiedd of Wi
i T - [&e
@Rl OHdl Diuick  Cthsberoilns (590

| Previem K| Come

Figura 2.6 Print screen cu fereastra de control din care se seteaza parametrii de achizitie

Se selecteaza Preview HSI pentru previzualizarea hiperspectrald (Figura 2.7) care va
deschide o fereastra cu o histograma a imaginii spectrale n timp real. Axa orizontala
reprezintd axa X a imaginii HSI care va fi inregistrata, iar axa verticala reprezinta
lungimea de unda a spectrului capturat in imaginea HSI. Imaginea din Figura 2.8 arata
ca diferite obiecte luminoase se afla in caAmpul vizual, iar peste imaginea spectrala se

suprapune un grafic al intensitatii. [19].

14



Bradean Luoana Lorena Analiza hiperspectrala a amprentei mierii de albine

@ Cytoviva HSl Microscopy Preview - m] X

Figura 2.7 Fereastra de previzualizare a imaginii HSI cu axele histogramei, lungimea de

unda si intensitatea maxima a pixelilor [19]

e Focalizarea pe imaginea hiperspectrala corespunde de obicei cu focalizarea din ocular,
obiectele care apar focalizate privite prin ocular sunt focalizate si in camera HSI. Din
cauza grosimii probei de multe ori este dificila realizarea unei focalizari perfecte. Ca
observatorul sd verifice daca imaginea pe care doreste sd o achizitioneze este in focus,
se verificd in fereastra de previzualizare a imaginii HSI daca spectrul este unul ascutit
(Figura 2.8). Reglarea efectiva a largimii benzilor spectrale se realizeaza prin rotirea

fina a microvizei. [19]

Figura 2.8 Print screen al ferestrei “Preview HSI” cu obiectele din proba in focus

e Prin selectarea butonului “Capture” scanarea incepe, dar nu inainte de aparitia pe ecran
a doud mesaje: primul de blocare a iluminarii (se selecteaza butonul “OK” doar dupa
directionarea luminii catre ocular), iar al doilea de deschidere a aperturii pentru
capturarea imaginii (se apasd “OK” dupa redirectionarea luminii inapoi spre camera)
[19].

15



Bradean Luoana Lorena Analiza hiperspectrald a amprentei mierii de albine

e Scanarea Incepe si pe ecran apare fereastra “Capture preview” (Figura 2.9) in care se
poate observa construirea in timp real a cubului de date, linie cu linie si al graficului

spectral de intensitate.

Image (data
cube) as it is
captured line by
line

Spectral Intensity
of current line
being scanned

Current line  ——p] e 229
being scanned

A

Figura 2.9 Fereastra “Capture Preview”, in partea dreaptd apare imaginea capturata linie
cu linie, in timp ce in stdnga apare intensitatea spectrald a liniei curente scanate. In stinga

jos apare numarul de linii scanate din totalul de linii [19]

e In timpul scandrii nu se modifica intensitatea sursei de lumina a sistemului si nu se
misca suprafata pe care se afla aparatul, pentru a nu apdrea artefacte la achizitionare.

e La sfarsitul scandrii se va deschide automat imaginea obtinuta in progamul ENVI
4.8 (Figura 2.10)

I} I

Figura 2.10 Print screen cu ferestrele care se deschid in programul ENVI 4.8 la

sfarsitul scanarii
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Capitolul 3. Mierea de salcam
3.1. Proprietati chimice si farmaceutice

Mierea este consideratd un potential aliment complet, in ceea ce priveste standardele
nutritionale, fiind un produs natural, bogat in zaharuri simple, usor asimilabile (fructoza,
glucozd), enzime, aminoacizi $i acizi organici, vitamine, uleiuri volatile, minerale si substante
asemanatoare carotenoidelor [20]. Roméania produce si exportd miere in Europa, cu o productie
anuald de peste 20.000t in ultimii ani, din care jumatate este exportatd. Mierea de salcam,
floarea-soarelui, teiul, rapita si mierea poliflora sunt printre cele mai frecvent produse tipuri de

miere romaneasca. [21].

Una dintre cele mai consumate alimente functionale este mierea.Alimentele functionale sunt
acele alimente care sunt bine caracterizate prin numeroasele valori nutritionale pe langa
proprietdtile lor naturale de promovare a sanatatii si de prevenire a bolilor. Ca activitati
biologice ale mierii se numara proprietatile antioxidante, profilactice, imuno-modulatoare si
curative ale cancerului. Dovezile experimentale indica faptul ca mierea din diverse surse florale
si geografice ar putea aduce mai multe efecte benefice pentru sanatate, care includ efecte
gastroprotectoare,  reproductive,  hepatoprotectoare,  antioxidante,  antibacteriene,

hipoglicemice, anti-fungice, antiinflamatorii si antihipertensive.[22].

Mierea contine apa (10-20%), zaharuri (70-85%) si mici cantitdti de alti compusi, incluzand
proteinele (in special enzime), acizii organici, aminoacizii, vitamine, compusii fenolici si
minerale. Monozaharidele (fructoza si glucoza) sunt reprezentate de un procetaj aproximativ
egal cu 75-95% din zaharuri, dizaharide (zaharoza, nigeroza, izomaltoza, maltoza, turanoza,
trehaloza) de un procentaj de 10-15%, trizaharide si zaharuri superioare (maltotrioza, rafinoza
dextrind). Dizaharidele si trizaharidele sunt transformmate de catre albine din nectar in
monozaharide, de exemplu zaharoza in glucoza, dar si fructoza, maltoza si maltotrioza tot in
glucoza. Totodata, glucoza se poate transforma in acid gluconic si peroxid de hidrogen in
prezenta unei enzimei pe nume glucozoxidaza. Compozitia si proprietdtile mierii ajung sa fie
puternic influentate de originea botanica si geografica, sezon, climd, timpul de recoltare,
conditii pentru prelucrare si de depozitare. Mierea este adesea supusd falsificarii datorita
pretului ridicat si disponibilitatii limitate. Aceasta se poate obtine in doud moduri, fie direct,
prin amestecarea cu diferite siropuri de zahar ieftine (de trestie de zahar sau sfecla, orez,
curmale, porumb, glucoza, agave, fructoza), fie indirect, prin hranirea albinelor cu diverse

zaharuri. Cererea de miere autentica, de inalta calitate a crescut in ustimii ani. Astfel, in acest
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context, gasirea celor mai eficiente metode de detectare a autenticitatii mierii este o problema

imperativa [21].

3.2. Puritatea si calitatea

Conditiile climatice alaturi de compozitia minerala a solului si metodele de raspandire a
polenului influenteaza calitatea. Mierea de salcam are o texturd aproape transparenta, cu o
aroma usoard dulce, florala astfel fiind in topul celor mai populare soiuri de miere. Se poate
folosi la gétit, datoritd aromei sale dulci si pentru ca se amesteca cu usurinta in lichide si
aluaturi, dar si in bauturi. Mierea de salcdm poate rdmane intr-o stare lichida pentru o
perioada lunga de timp datoritd concentratiei sale ridicate de fructoza, iar datorita acestui fapt
se cristalizeaza lent. Determinarea puritatii si calitdtii mierii In scopuri de cercetare si scopuri
comerciale a dus la identificarea unor variabile experimentale. Printre acestea se numara pH-
ul, activitatea apei, continutul de zahdar, continutul de umiditate, conductivitatea electrica si
contaminarea microbiand aciditatea libera. Majoritatea indicilor mentionati anterior au fost
analizati si raportati Tn mierea de salcam, conform articolului citat, toate acestea incadrandu-
se 1n limitele acceptate, ceea ce deschide calea pentru utilizarea frecventa a mierii de salcam

in cercetarea biologica si in aplicatiile comerciale [22].

Lucrul acesta se datoreaza faptului ca substantele produse de albinele ce produc miere, cum ar
fi ceara, propolisul si veninul, s-au utilizat pentru proprietdtile lor medicinale de-a lungul
timpului. In plus, sunt biosintetizati antioxidantii si alti compusi bioactivi de un numar mare
de plante, de la care albinele colecteazd nectar, astfel transferdndu-se o gama larga de
fitochimicale. Aceste fitochimicale prezinta importanta pentru consumatorii finali. Salcamul
este un tip de arbust si arbore care face parte din familia Fabaceae, ordinul Mimosoideae, astfel

mierea de salcam este produsa de albinele hranite cu flori de salcam, de unde si numele [22].

Pentru analiza hiperspectrala a mierii am ales acest tip de miere fiindca este uniflord, contine
un singur tip de grauncioare de polen, si anume de salcdm. Dimensiunile grauncioarelor de

polen si forma lor regulata ofera o posibilitate de analiza si de comparatie (Figura 3.1).
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Figura 3.1 Exemplu de imagine opticd a mierii de salcam lot H1, obtinutd cu microscopul in

camp intunecat. Timp de expunere 100 ms, obiectiv 10x, aperturd numerica 0.25.
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Capitolul 4. Materiale si metode
4.1. Procurarea probelor

Probele folosite pentru realizarea acestei lucrari au fost cumparate de la diferiti producatori,
produsele fiind pregatite corespunzator normelor prevazute in comert, fiecare fiind etichetata
drept miere de salcadm. Cinci tipuri diferite de miere de salcAm au fost achizitionate in anul
2022 pentru a analiza cu ajutorul diferitelor tehnici microscopice mentionate in lucrare, alaturi
de sistemul hiperspectral. Probele de miere de la diferite surse au fost notate cu H1, H2, H3,
H4, HS. Trei dintre tipurile de miere au fost achizitionate din supermarketuri, iar doua dintre

ele au fost achizitionate din magazine cu produse bio.
4.2. Pregatirea probelor

Pregétirea probelor s-a efectuat in aceeasi maniera pentru toate cele 5 probe, s-au extras 10 pLL
de miere si s-au plasat pe o lamela de sticld curatd, cu dimensiunea de 76x26x1 mm. Cu un
cover glass de 25 de mm s-a acoperit suprafata lamelei, acoperita la randul ei cu miere si s-a
presat pentru intinderea uniforma a mierii pe lamela fara a contamina proba (Figura 4.1.). Slide-

urile au fost montate in microscop si analizate imediat.

Figura 4.1 Exemple de lamelele cu cele cinci tipuri de miere de salcam
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4.3. Parametri de achizitionare a datelor

Pentru achizitionarea imaginilor optice s-a utilizat microscopul Olympus BX43 cu condensor
EDFM integrat, folosind programul OCULAR si camera optica atasatd microscopului.
Obiectivul folosit pentru observarea tuturor probelor a fost cel de 40x/0.60, s-au depus pe
suprafata condensorului céateva picaturi de ulei de imersie “Immersol” 518F. Timpul de
expunere a fost setat la 0.1 secunde si treapta de 75% s-a folosit pentru reglarea intensitatii

sursei de lumina.

Achizitia imaginilor in contrast de faza si In contrast de faza cu filtru polarizator s-a efectuat
manual. Din cauza faptului cd microscopul nu a avut atasatd o camera optica compatibila pentru
acesta, imaginile de la acest microscop s-au achizitionat cu o camera foto de la un telefon.

Obiectivul folosit pentru observarea probelor a fost cel Plan PH 20x/0.44.

Partea de achizitie a imaginilor in fluorescenta a fost realizatd tot cu microscopul Olympus
BX43, insa pentru acest tip de imagini s-a folosit obiectivul Plan FLUO 40x/0.60, 2 filtre de
excitatie si un filtru de emisie CHROMA 69002 ET - DAPI/FITC/Texas Red [24]. Intensitatea
sursei de lumina folositd pentru achizitionarea imaginilor cu filtre de excitatie a fost maxima si
timpul de expunere de 500 milisecunde, in timp ce pentru imaginile fara filtru s-a folosit treapta

de 25% pentru reglarea intensitatii si timpul de expunere de o milisecunda.

In partea de achizitie hiperspectrala s-a utilizat sistemul de imagistica hiperspectrala CytoViva,
respectiv programul ENVI 4.8, acelasi obiectiv de 40x/0.60, cu timp de expunere de 0.25
secunde. Au fost achizitionate cate 696 de linii pe camp vizual, astfel s-a scanat pe intreaga

imagine. Acesti parametri au fost pastrati pentru toate probele analizate.

S-au analizat intre trei si cinci zone diferite din fiecare proba pentru o comparatie ulterioara a

datelor extrase din fiecare zona de interes.

4.4. Procesarea datelor

Datele obtinute in urma achizitiondrii imaginilor au fost prelucrate in programul ENVI 4.8.
Pentru inceput, s-au normalizat toate imaginile la spectrul lampii, deoarece datele din spectrul
nenormalizat contin pe 1anga spectrul obiectelor de interes si spectrul lampii, astfel spectrele
ar fi fost inregistrate incorect. Pentru a realiza normalizarea s-au folosit datele ASCII ale

spectrectrului lampii deja nregistrate in calculator.

Dupa ce a fost realizat acest pas, s-a trecut la crearea de regiuni ROI (“region of interest”).
Crearea acestor regiuni a presupus selectarea unui numar de pixeli, desenand pe ecran cu

ajutorul mouse-ului zona de interes de pe imagine, in cazul nostru, zona din interiorul
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particulelor de polen (Fig.4.2). Initial s-a avut in vedere crearea a cate cinci ROI pentru fiecare
imagine a fiecarei probe (25 ROI/proba), insa datorita unor artefacte aparute in imaginile
hiperspectrale, au fost create mai putine ROI pentru unele probe. In final am obtinut datele din

tabelul 4.1.

Crearea acestor regiuni de interes a avut ca obiectiv extragerea unor spectre medii, specifice
particulelor selectate din fiecare imagine, respectiv proba. Spectrele medii s-au creat in urma
unirii tuturor regiunilor de interes dintr-o imagine si extragerii informatiei sub forma de ASCII.

Cu ajutorul programului Matlab s-au creat spectre pentru probele H1-HS.

Tabel 4.1 Numarul imaginilor si ROI analizate in cadrul studiului

Nume proba | Numadr imagini analizate | Numar ROI/imagine | Numar ROI/proba
Hl 5 5 25
H2 5 5 25
H3 4 5 20
H4 3 5 15
H5 5 5 25

Figura 4.2 Print screen cu ROI selectati din imaginea analizata in programul ENVI 4.8
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Pe baza informatiei obtinute din spectre, cu ajutorul programului ENVI 4.8 s-a putut realiza o
filtrare a imaginilor, filtrarea fiind efectuata la nivelul pixelilor. Din fereastra principala s-a
accesat “CytoViva Analysis”, iar mai apoi functia de interes, adica ‘“Peak location classifier”
(PLC). Aceastd optiune a identificat toti pixelii dintr-o imagine care au o lungime de unda
specificatd si poate fi folosita pentru a cduta In imagine regiuni sau obiecte cu un maxim in
spectru, care se potrivesc caracteristicilor spectrale deja cunoscute [18]. In urma selectarii PLC
s-a deschis o fereastrd de setare a parametrilor, In care s-au introdus: lungimea de unda a
maximului spectral de interes; un interval care identifica si pixelii din jurul lungimii de unda
introdusd anterior; zgomotul de fond, o valoare care trebuie introdusd in functie de
amplitudinea maximelor spectrale asteptate; nivelul de netezire pentru obtinere de rezultate cat
mai exacte, iar in final s-a putut alege daca valoarea introdusa la inceput sa reprezinte maximul

spectral sau nu (Fig.4.3) [18].

@ Peak Location Classifier Params

Peak Location (nm}
Tolerance (nm)
Moise Floar

Smoothing Level | Medium

Must Be Largest Peak in Spectrum

Mote: Median Bandwidth for Input File: 1.25 nm

Output Resultto () File (@) Memoary

Output Bule Images? |Yes I_TJ

Output Resultto () File (@) Memory

Figura 4.3 Print screen cu fereastra de introducere a valorilor al functiei PLC
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Dupa ce s-au introdus toate datele s-a obtinut o imagine cu pixeli verzi pe un fundal negru, acei
pixeli verzi fiind pixelii de intensitate dorita pentru analiza imaginilor (Fig. 4.4). S-a efectuat

acest proces pentru imagini din fiecare proba.

Figura 4.4. Imaginea probei H2 n urma aplicarii functiei PLC

Scalarea imaginilor a fost realizatd in programul ImageJ pentru toate imaginile. Odata cu
achizitia de imagini a probelor de interes s-au achizitionat imagini si cu o lamela cu diviziuni

cu obiectivul de 20x, respectiv 40x (Fig.4.5).

Figura 4.5 (A) Lamela inscriptionatd cu diviziunile (o diviziune=0.01 mm), (B) cu obiectivul

de 20x, respectiv (C) cu obiectivul de 40x.

Imaginea care contine lamela cu diviziuni a fost deschisd in programul ImageJ si pentru
obiectivul de 20x si pentru cel de 40x. Pe imagine s-a trasat o linie dreapta intre doua diviziuni,

s-a deschis meniul “Analyze”-“Set scale” Fig. 4.6A.
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Plugins Window Help
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Figura 4.6 (A) Meniul programului ImagelJ, (B) Fereastra “Set scale” pentru introducerea

parametrilor.

Dupa selectarea “Set scale” s-a deschis o fereastra pentru introducere de valori. Programul
introduce automat valoarea dinstantei in pixeli, dintre doua diviziuni, adicd lungimea liniei
trasate la inceput pe imagine. S-a introdus valoarea de 1 um ca distanta deja determinata

(conform lamelei cu diviziuni) si s-a bifat variabila “Global” (Fig. 4.6B).

Urmatorul pas a constat in deschiderea imaginilor dorite pentru scalare. Odata deschisa
imaginea, din meniul programului se alege din nou “Analyze”, insd de aceastd datd optiunea

“Tools”, “Scale bar” (Figura 4.7).

LAY Sa/ENEEEE ' W W rTER
& Image) =
File Edit Image Process Plugins Window Help

DUO) | [ Measwe  cwm Y f]o| 4] | |

Analyze Particles.

Summarize
Distribution.

26B; 5MB
¢ Label

22.0347.07um (1376x1024)RGB.54 o\ pocine

Set Measurements.

Set Scale.

Calibrate....

Histogram Ctri+H
Plot Profile Ctri+K
Surface Plot

Gels
Save XY Coordinates.
Fractal Box Count.
Analyze Line Graph
Curve Fitting
ROI Manager...

Calibration Bar.

Synchronize Windows
Grid

_— T
Figura 4.7 Print screen cu meniul “Analyze” al programului ImageJ
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Fereastra “Scale bar” s-a redeschis, Insa de aceastd data cu optiuni de modificare a fontului si
dimensiunii dorite in micrometrii a barii de scalare. Am lasat valorile deja introduse automat

de program, tot ce am modificat a fost lungimea de 2 um a barii de scara (Figura 4.8).

'S . BN

‘AAI

File Edit Image Process Analyze Plugins Window Help
Qjola|off <[~ Alo|o 4] =/ s]e|”] | | |»

ngle tool ) )

2GB; 5MB

22.93x17.07 um (1376x1024); RGB; 5.4MB

|£] Scale Bar X

Width inpm

2
Heightin pixels: |12
42

Font size:

Color:  |White ot
Background: |None x
Location: |Lower Right v

¥ Bold Text [™ Hide Text

TEYEYEY TEYETE" ™ serifFont ¥ Overlay
-[-l —

Figura 4.8 Print screen cu fereastra “Scale bar” si cu scara deja introdusa pe imagine

Acest proces a fost repetat pentru toate imaginile achizitionate cu obiectivul de 40x dar si

pentru cel de 20x.

Determinarea numadrului si dimensiunilor obiectelor de interes din fiecare proba au fost

realizate de asemenea in programul Imagel. S-a deschis pe rand cate o imagine din fiecare

probd, din meniul “Image”-“Adjust” s-a setat ca imaginea sa fie de tipul “8-bit”, apoi din

acelasi meniu s-a setat thresholdul, pentru conturarea obiectelor. Pentru a separa obiectele
5 b

suprapuse s-a ales optiunea “Watershed” din meniul “Process”. In final s-a selectat din meniul

“Analyze” optiunea “Analyze particles” si s-au deschis automat doua ferestre, una cu obiectele

numerotate i una cu un tabel de valori, ce contine dimensiunile obiectelor (Fig.4.9).
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Figura 4.9 Obiectele numerotate din proba H3
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Capitolul 5. Rezultate si comparatii cu literatura de specialitate

5.1. Comparatia imaginilor optice obtinute

Pentru o comparatie optica a probelor am realizat pentru fiecare proba un colaj de cate sase
imagini. Din cele sase imagini, trei sunt achizitionate in fluorescenta cu doua filtre diferite si
una fara filtru, una este achizitionata in camp intunecat, iar ultimele doua sunt achizitionate in

contrast de faza, din care una este cu filtru polarizator.

Imaginile in fluorescentd si cele in camp intunecat (A, B, C, D de la fiecare proba) au fost
achizitionate cu obiectivul de 40x, iar cele in contrast de faza, respectiv in contrast de faza cu

filtru polarizator (E, F) au fost achizitionate cu obiectivul de 20x.

In urma analizei optice se poate observa in primul rand forma particulelor de interes, aceasta

fiind una aproximativ rotunda pentru toate loturile de miere de salcam.

e Proba lot H1:
In figura 5.1 imaginile achizitionate in fluorescenti contin obiecte cristalizate care emit
autofluorescentd, adicd zaharul din miere s-a cristalizat impreund cu particulele de polen,
formand cristale cum apar in Figurile 5.2A, 5.2B, 5.2C.

e Proba lot H2:
Pe imaginile din acest lot se poate observa ca sunt similare la nivelul dimensiunilor particulelor
de polen, aici neavand n imagine cristale.

e Proba lot H3:
Obiectele din aceastd proba in fluorescentd Fig. 5.3A, 5.3C, la fel ca si cele din proba H4 nu
prezintd autofluorescenta.

e Proba lot H4:
Pentru aceastd proba la aplicarea filtrelor de emisie (Fig.5.4A, 5.4C) nu a fost detectata
autoflorescenta particulelor de polen la parcurgerea probei la microscop. In figurile 5.4A si
5.4C se poate observa un obiect cristalizat, insd care nu contine si particule de polen ca si in
figurile 5.1A, 5.1C. Proba nu emite autofluorescenta, aceasta doar reflectd lumina de excitatie
(se poate observa o culoare rosiatica a obiectului la aplicarea filtrului 2 Fig. 5.4C 1n loc de o
culoare galbena Fig. 5.3C).

e Proba lot H5:
Autofluorescenta particulelor de polen se poate observa la aceastd proba, insa in imaginile de

fluorescenta apare o conglomerare de particule, fapt ce la imaginile cu filtru Fig 5.5A si 5.5C
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semnalul provenit de la obiecte se suprapune, astfel se creeaza o iluzie de un singur obiect
mare, In loc de mici obiecte apropiate ca si in figura fara filtru 5.5B.
Omogenitatea si forma probelor in urma analizei optice era de asteptat teoretic, insa se confirma

sl practic.

Figura 5.1 Imaginile achizitionate optic din lotul de miere H1 (A) autofluorescenta, filtru
3, (B) autofluorescenta fara filtru, (C) autofluorescenta filtru 2, (D) camp intunecat, (E)

contrast de faza, (F) contrast de faza cu filtru polarizator
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Figura 5.2 Imaginile achizitionate optic din lotul de miere H2 (A) autofluorescenta, filtru

3, (B) autofluorescenta fara filtru, (C) autofluorescenta filtru 2, (D) camp intunecat, (E)

contrast de faza, (F) contrast de faza cu filtru polarizator
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Figura 5.3 Imaginile achizitionate optic din lotul de miere H3 (A) autofluorescenta, filtru
3, (B) autofluorescenta fara filtru, (C) autofluorescenta filtru 2, (D) camp intunecat, (E)

contrast de faza, (F) contrast de faza cu filtru polarizator
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Figura 5.4 Imaginile achizitionate optic din lotul de miere H4 (A) autofluorescenta, filtru

3, (B) autofluorescenta fara filtru, (C) autofluorescenta filtru 2, (D) camp intunecat, (E)

contrast de faza, (F) contrast de faza cu filtru polarizator
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Figura 5.5 Imaginile achizitionate optic din lotul de miere H5 (A) autofluorescenta, filtru

3, (B) autofluorescenta fara filtru, (C) autofluorescenta filtru 2, (D) camp intunecat, (E)

contrast de faza, (F) contrast de faza cu filtru polarizator
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5.2. Analiza spectrala

Spectrele medii ale mierii de salcaim s-au obtinut prin analiza spectrald medie in intervalul de
lungimi de unda 400-1000 nm. Datele spectrale in formd ASCII provenite din selectia de ROI,
au fost prelucrate in spectre in programul Matlab. Valorile la care era de asteptat sa fie
observate curbele spectrale sunt 420-580 nm si 700-950 nm conform [24]. Dupa cum se poate
observa in figurile 5.6-5.10 din spectrele individuale a celor 5 loturi, respectiv comparand
figura cu spectrele medii (Figura 5.11) cu cea din literatura de specialitate (Figura 5.12), s-a
obtinut Incadrarea spectrelor pe probele de miere de salcdm in intervalul valorilor curbelor

spectrale specificate in articolul [24].

Lot H1_1

Intensity value

400 500 B0 700 800 300

Wavelength(nm)

Figura 5.6 Spectrul mierii de salcam lot H1
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Figura 5.8 Spectrul mierii de salcam lot H3
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Figura 5.9 Spectrul mierii de salcam lot H4
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Figura 5.10 Spectrul mierii de salcam lot HS
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Figura 5.12 Spectrul loturilor de miere din articolul [24]
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5.3. Caracteristici particule

Comparatia loturilor de miere are la baza pe langd o comparatie optica si spectrald, una
dimensionald. Acest tip de analiza oferd informatii despre dimensiunea particulelor de interes

si numarul 1n care se gasesc in proba.

Pentru lungimea de unda de 8004+20 nm, in urma analizei PLC s-a determinat un anumit
procentaj de pixeli. Acesti pixeli sunt cei care emit semnal in intervalul 800+20 nm. Numarul
lor a fost normalizat la numarul total de pixeli din imagini, astfel obtinandu-se procentajele din

tabelul 5.1.

In urma calculelor realizate pe baza informatiei analizate in ImagelJ se poate observa pe baza
tabelului 5.1 ca loturile H1 si H4 au un procentaj mai mare al pixelilor care emit semnal la
valoarea lungimii de unda egald cu 800120 nm, decat restul loturilor. Celelalte trei loturi de

miere contin un procentaj relativ asemanator de pixel ce emit semnal.

Tabel 5.1 Valorile numarului de pixel de pe imaginile probelor alaturi de procentaje

Lot < Nr. Total de Nr. Pixeli selectati | Procentaj pixeli ce au semnal
< Numar o
proba imagine pixeli la 800 £20 nm
(%)
1 3833 0.79
2 3268 0.67
Hl 3 6880 1.42
4 3329 0.69
5 2806 0.58
1 2743 0.57
2 1192 0.25
H2 3 1720 0.36
4 2264 0.47
5 484416 2239 0.46
2 1612 0.33
H3 3 1265 0.26
2 3413 0.70
3 3093 0.64
H4 4 3633 0.75
5 2383 0.49
1 1531 0.32
2 2225 0.46
H5 3 1704 0.35
4 2587 0.53
5 1389 0.29
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Tabel 5.2 Dimensiunile si numarul obiectelor din probe

Lot Numar Numar Numar Media dimensiunilor
proba | imagini/proba total obiecte/imagine | particulelor/imagine
pixeli (pixeli?)

ROI

948

693

733 12 369.5

507

592

318

401

136 17 713.6

265

197

114

77 16

91 615.5

87

241

113 38 79.1

119

83

49

17 52 76.23

150

130

HI

H2

H3

H4

H5

NI WIN =R WINDOWNBARWI=ON|AR W=D |W[N|—

Numarul de obiecte din fiecare lot impreuna cu numarul total de pixeli din regiunile de interes
analizate si media dimensiunilor particulelor din fiecare imagine, sunt prezentate in tabelul 5.2.
Aici se observa cd loturile H4 SI HS5, acestea fiind loturile de miere achizitionate de la
magazinele bio, au un numar mai mare de obiecte egal cu 38 si 52 de particule, fata de cele din
supermarket-uri care contin aproximativ 12-17 de particule. In ciuda numarului mare de obiecte
continute de probele bio, dimensiunile particulelor sunt mai reduse, cu valori medii de 76
respectiv 79 de pixeli?, fatd de restul loturilor care contin particule cu o medie a dimensiunilor

cuprinsi intre 300 si 700 de pixeli’.
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Concluzii

Lucrarea a avut ca obiectiv analiza hipersprectrald dar si microscopica a mierii de albine, mai
exact a mierii de salcam. S-au folosit cinci probe din loturi diferite de miere de salcam. Trei
dintre loturi au fost achizitionate din supermarket-uri, iar doud au fost achizitionate din
magazine bio. Dispozitivele microscopice folosite sunt microscopul in cdmp intunecat, in
fluorescentd, In contrast de fazd conventional si cu filtru polarizator, respectiv microscopul

hiprespectral CytoViva.

Analiza imaginilor achizitionate s-a realizat cu ajutorul programelor ImagelJ si ENVI, pentru a
putea caracteriza fiecare lot de miere si de a realiza o comparatie la nivelul particulelor de polen
din fiecare proba. S-au creat regiuni de interes din fiecare imagine a probelor de polen. Pe baza
informatiei spectrale obtinuta din pixelii continuti de particulele de polen, s-a realizat o analiza
mai amanuntitd a loturilor de miere selectdnd regiunile imaginilor cu spectre la o anumita
lungime de unda. Aceste regiuni au fost evidentiate si s-au calculat procentajul pixelilor cu

semnal la lungimea de unda de 800 + 20nm.

Din analiza optica a imaginilor, se poate observa o asemanare a particulelor de polen din cele
cinci loturi 1n ceea ce priveste forma acestora, ovala sau rotundd. Dimensiunea obiectelor
difera, unele avand o marime mai redusd decat altele. Loturile de miere bio contin mai multe
particule de polen si cu o dimensiune mai redusa. Semnatura spectrald a mierii de salcam
obtinutd cu ajutorul sistemului CytoViva confirmad curbele spectrale ale absorbantei
particulelor de polen obtinute deja in literatura, acestea situdndu-se intre 420-580 nm si,

respectiv 600-950 nm.

Imagistica hiperspectrald impreund cu tehnicile microscopice mentionate in lucrare s-au
dovedit a fi folositoare pentru analiza mierii de salcdm. Aceste tehnici sunt accesibile, nu
necesitd timpi de achizitie indelungati si ofera informatii calitative in ceea ce priveste probele

analizate.
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