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Cuvinte cheie
e Spectrometric de masa (MS), cromatografie de gaze (GC), GC-MS, analiza
cantitativa
e Parametri de validare, incertitudine de masurare, diagrame de control
e Extractie, derivatizare, analiza cantitativa a aminoacizilor, activitate antioxidanta
e Soiuri de vinuri, seminte, plante

e Metode statistice (Chemometrie), date clinice

Scopul tezei de fata este determinarea unor compusi de interes biologic benefici pentru
sandtatea umana, prin testarea si elaborarea metodelor de analizd din alimente ( vin, seminte,
plante) si monitorizarea acestora.

Aceasta tezd cuprinde 7 capitole, primele trei prezentand aspecte teoretice, iar
urmatoarele patru, rezultatele analizei prin GC-MS si alte metode spectroscopice a unor sisteme
biologice complexe.

Capitolul | prezinta notiuni generale ale spectrometriei de masa, modurile de ionizare
utilizate in spectrometria de masa, analizoare de masa: analizor cuadrupolar si analizor cu trapa

de ioni, tipuri de detectori, precum si aplicatii medicale ale spectrometriei de masa.



Capitolul 11 prezinta principiul de baza al cromatografiei de gaze, coloanele utilizate aici,
precum si parametri caracteristici acestora. Capitolul se incheie cu prezentarea a trei dintre cele
mai utilizate tipuri de detectori in cromatografia de gaze: detectorul cu ionizare in flacara,
detectorul termoionic si detectorul cu captura de electroni si respectiv cuplajul GC-MS.

Metoda cromatografie de gaze - spectrometric de masa (GC-MS) este deosebit de
avantajoasa pentru ca, cromatografia de gaze este un sistem de introducere ideal, care ofera
posibilitatea separarii componentilor in amestec din probe biologice, iar spectrometrul de masa
este un detector ideal, care oferd posibilitatea identificarii acestora. Este o tehnicd de exceptie
prin domeniile de investigare in care isi gaseste aplicatiile si pentru ca poate identifica structuri
necunoscute. In comparatic cu metodele analitice instrumentale si chimice conventionale
aplicabile unor componenti in cantitdfi mari, tehnica GC-MS deserveste identificarea
componentilor in cantitdti mici, in domeniul nanogramelor §i picogramelor.

Capitolul 11 prezinta principalele criterii de validare, care sunt absolut necesare pentru a
demonstra ca metoda analitica aleasa este cea corecta. Pentru verificarea parametrilor de validare
(limita de detectie, limitd de determinare cantitativa, precizie, acuratete, liniaritate de raspuns,
etc), se demonstreaza ca metoda aleasa este corectd si corespunde scopului propus.

Capitolul 1V are drept obiectiv principal dezvoltarea unei metode de analizd a
aminoacizilor si a acizilor grasi din vinuri, prin GC-MS cu dilutie izotopica. Au fost comparate
sase vinuri albe din podgoria Blaj, privind caracteristicile lor si aminoacizii liberi. Continutul de
aminoacizi este influentat in principal de soiurile de struguri, originea geografica si starea de
fermentatie. Aminoacizii sunt importanti pentru mirosul si aroma vinului. Toate vinurile albe din
Blaj contin o cantitate mare de prolind In comparatie cu alti aminoacizi si aminoacizi esentiali
importanti. Acizii grasi au fost gasiti in cantitdti foarte mici.

Capitolul Vv are drept obiectiv principal dezvoltarea unei metode de analiza a
aminoacizilor din seminte, prin GC-MS cu dilutie izotopica. A fost comparat continutul de
aminoacizi $i activitatea antioxidanta a unor seminte de in, mac, struguri, canepa, nuci, dovleac,
susan, pepene verde, chia, porumb, migdale si alune, utilizate ca suplimente alimentare.

Capitolul VI are drept scop principal dezvoltarea unei metode de analiza a aminoacizilor
din plante cu efectele benefice asupra organismului uman, utilizate in medicina si hrana. Scopul

investigatiilor a fost de a determina diferentele dintre plantele achizitionate din Romania cu



privire la aminoacizii prezenti in aceste plante folosite adesea ca ceai sau condimente, studii
cantitative care s-au comparat si cu activitatea antioxidanta.
Capitolul VIl prezintd rezultatele optimizarii diagnosticarii din analizele de sange

utilizdnd metode statistice (chemometrie).

CAP. IV. ANALIZA PRIN GC-MS SI DILUTIE IZOTOPICA A
AMINOACIZILOR SI ACIZILOR GRASI DIN VINURI

In cadrul acestui experiment s-a urmarit compararea aminoacizilor liberi si compusilor
volatili din sase vinuri albe din podgoria Blaj care s-au comparat si cu alte doua vinuri romanesti,
unul alb si altul rosu: Feteasca Regala de Jidvei si Feteasca neagra de Samburesti.

S-au dezvoltat sau adaptat metode de analiza calitativa si cantitativd a aminoacizilor si
acizilor grasi. Rezultatele au aritat diferentele intre vinurile analizate. In ceea ce privesc
compusii volatili, principalii compusi au fost 2-feniletanolul, monoetil esterul acidului succinic si
4-hidroxifeniletanol. Toate vinurile albe din Blaj contin o cantitate mare de prolind in comparatie
cu alti aminoacizi si aminoacizi esentiali importanti. Metoda GC-MS s-a dovedit a fi o metoda

excelentd pentru caracterizarea vinului.

Etape experimentale

Aminoacizii au fost extragi din 100 mL de vin, care s-a trecut peste o coloana (4x40 mm)
CU risind schimbitoare de ioni Dowex 50W-8W (forma H*). 50 ug de glicind marcatd cu *°N
(**N-Gly) s-au adiugat in fiecare proba (100 mL), ca standard intern. Solutia colectati a fost
uscatd Intr-un curent de azot la 60°C sau prin utilizarea unei centrifuge de vid la 60°C. Metoda
de derivatizare a inclus o esterificare a functiei carboxilice utilizdnd 100 pl de butanol: clorurd de
acetil (4: 1 v/ v), timp de o ord la 110°C, urmata de o trifloracetilare a functiei aminice utilizand
100 pl de anhidrida trifluoracetica timp de 20 min la 80 ° C.

Procedura de extractie pentru acizii grasi: 100 ml de vin au fost sonicate cu 0,6 ml apa /
NaClI si 0,8 ml metanol timp de 1 min, apoi au fost amestecate cu 0,8 ml de cloroform si 3 min

centrifugate (5800 rot / min); stratul inferior a fost colectat si extractia a fost repetatd cu 0,4 ml



de cloroform. Faza inferioara de cloroform care contine acizii grasi extrasi a fost apoi uscata intr-
un curent de azot, la 60 ° C. Lipidele s-au transformat in esteri metilici ai acizilor grasi prin
esterificarea functiilor carboxilice cu 100 yl metanol: clorura de acetil 4: 1 (v: v), 20 min, 80 ° C,
derivatii au fost evaporati pana la uscare intr-un curent de azot, la 60 ° C si apoi dizolvati in 500
gl diclormetan. 10 yg de C11: 1 a fost adaugata la fiecare proba ca standard intern pentru
determinare cantitativa prin GC-MS.

Procedura de extractie pentru volatile: 5 ml de vin au fost amestecate 1 ml cu un solvent
(amestec de acetat de etil: hexan: diclormetan, 5/1/1) timp de 2 minute si centrifugate (5800 rpm)
timp de 3 minute. Supernatantul a fost colectat si 1 pl a fost injectat in GC / MS. [36]

Aminoacizii si acizii grasi au fost separati si identificati cu ajutorul unui cromatograf de
gaze (Trace GC) cuplat cu un spectrometru de masa cu analizor cuadrupolar (Trace DSQ Thermo
Finnigan) (Fig.4.4). Separarea s-a realizat pe o coloana capilarda Rtx-5MS (30m x 0.25 mm,

grosimea filmului: 0.25um).

Fig. 4. 4. GC-MS cu autosampler.

Programul de temperatura utilizat pentru separarea aminoacizilor a fost urmatorul:
temperatura cuptorului a fost mentinuta la 70°C, timp de 2 min, crescand apoi cu o viteza de
5°C/min pana la 110°C, apoi cu 10°C/min pana la 290°C, 16°C/min pana la 300°C si mentinuta
aici timp de 3 min.

Urmatoarele conditii de functionare ale spectrometrului de masa au fost aceleasi pentru
compusii investigati: temperatura liniei de transfer: 250°C, temperatura sursei de ioni: 250°C,
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ionizarea s-a realizat prin impact electronic (energia electronilor: 70eV) iar intensitatea
curentului de emisie a fost de 100pnA. Spectrometrul de masa a functionat in modul SCAN, in

domeniul de masa: 30-520 u.a.m.

Rezultate

In total s-au identificat si determinatl7 aminoacizi, iar metoda a fost validata utilizand
aminoacizi etalon in 0.1 N HCI. Pentru solutiile etalon s-a aplicat aceeasi metoda de derivatizare
ca sl pentru aminoacizii extrasi din probele de vin. Precizia a fost de 20% (DSR), exceptie facand
arginina, cisteina §i tirozina, iar limita de detectic (LOD) a fost de 10 ng pentru fiecare
aminoacid. Ordinea de elutie a aminoacizilor a fost urmadtoarea: alanina (Ala), glicina (Gly),
treonind (Thr), serind (ser), valind (Val), leucina (Leu), izoleucina (Ile), cisteind (Cys), acid y-
aminobutiric (GABA), prolind (Pro), metionina (Met), acid aspartic (Asp), ornitind (Orn),
fenilalanina (Phe), tirozina (Tyr), lizina (Lys), acid glutamic (Glu), histidina (His), (Fig.4.7).
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Fig. 4. 7. Cromatograma unui amestec etalon de aminoacizi

Au fost studiate sase vinuri albe din podgoria Blaj (Feteasca Regala, Blasius, Neuburger,
Traminer Rose, Muscat Ottonel, Selena). S-au comparat compusii volatili si aminoacizii liberi.
Aminoacizii dominanti identificati in vinuri au fost prolind (15,7mg / ml in Blasius), acid
glutamic, acid aspartic, acid gama-aminobutiric, alanind, glicina si lizina. Prolina este principalul

aminoacid din probele de vin, eliberat in fermentatii, fiind un produs intermediar in degradarea
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argininei [41]. Concentratiile ridicate de prolind in vin se datoreaza faptului ca microorganismele
de drojdie nu consuma acest aminoacid. Arginina nu a fost gasita in vin deoarece este consumata
in timpul fermentatiei cu drojdie [16]. Aminoacizii liberi totali au fost in intervalul 10,2 mg / ml
(Feteasca Regala Blaj) si 19,2 mg / ml (Traminer Rose Blaj). Aminoacizii esentiali (EAA) au
avut valori cuprinse intre 0,45mg/ml (Neuburger) si 1,44mg/ml (Traminer Rose).

Acizii grasi prezenti in vinuri au fost mai mici de 20 pg/ml, acidul stearic, acidul palmitic
si acidul linoleic fiind dominanti.
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Fig. 4. 12. Cromatogramele de separare comparative ale aminoacizilor
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Fig. 4. 15. Compararea aminoacizilor esentiali (mg/g)

Extractele volatile de vin au dat compusi foarte asemanatori. Compusii principali
determinati au fost 2-feniletanolul (21,5% -Muscat Otonel pana la 45,76% -Neuburger), monoetil
esterul acidului succinic (17,29% -Neurger la 37,4% -Blasius) si 4-hidroxifeniletanol (6,7% in
Muscat Otonel, pana la 15,37% in Feteasca Regala). [11]

11



2-Phenylethanol
relative concentration

50 1
45 A
40 A
35 A
%30-
25 1
20 A
15 4
10 4

0 T T T T T T

Traminer  Blasius Muscat Neuburger Feteasca Selena
Roz Otonel Regala

Fig. 4. 17. Concentratia relativa a 2-feniletanolului in diferite vinuri din zona Blaj
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Fig. 4. 18. Separarea si identificarea prin GC/MS a compusilor volatili din vin (Neuburger)

Se stie ca flavonoidele care se gasesc in pielea strugurilor, sunt foarte sanatoase, dar dau
gust amar vinului [43]. De aceea producatorii de vinuri albe nu folosesc pielea de struguri pentru
a nu modifica gustul vinului. De asemenea, continutul de flavonoide din vinurile albe nu este la

fel de ridicat ca in cazul vinurilor rosii, datoritd cantitatii initiale scdzute de flavonoide din
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struguri albi. Toate vinurile albe studiate au o cantitate micd de flavonoide, cea mai mare

cantitate fiind gasita in vinul Selena 8,96 mgQuE (quercetin equivalent)/L.

DPPH scaveging activity
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B Traminer Roz
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O Feteasca Neagra Samburesti

% ®0 O Feteasca Regala

40 O Selena
B Salard Bihor

20 @ Neuburger

0 O Muscat Otonel

B Odobesti

Fig. 4. 19. Activitatea antioxidanta in vinurilor studiate

Activitatea antioxidanta a vinurilor studiate , efectuata prin metoda DPPH (2,2 difenil-
picril-hidrazil), s-a comparat cu cea a catorva vinuri rosii; Feteasca neagrd de Samburesti, Siria
Arad, Salard Bihor (vin de casda), Vin de Odobesti (Fig. 4.19). Tehnologia de vinificatie

influenteaza capacitatea antioxidanta a acestora.

Concluzii

Metoda de analiza dezvoltata in acest experiment prezinta parametri de validare buni
(precizia < 20% DSR, LOD < 10 pg/mL, 10 ng injectate). Aminoacizii sunt importanti pentru
mirosul si aroma vinului, fiind implicati in metabolismul drojdiilor. Toate vinurile albe din Blaj
contin o cantitate mare de prolina in comparatic cu ceilalti aminoacizi. S-au comparat
aminoacizii esentiali importanti. Traminer Rose, Feteasca Regala de Jidvei, Blasius, Muscat
Otonel au avut cantitatea de aminoacizi esentiali mai mare. Acizii grasi au fost gasiti in cantitati
foarte mici. Probele analizate variaza atat ca si compozitie, dar mai ales in ceea ce priveste
raportul cantitativ al componentilor de aroma caracteristici. Metodele de extractie descrise sunt
utile in caracterizarea vinurilor (buchetul vinului, amprenta GC in ceea ce priveste volatilele

extrase) precum §i pentru caracterizarea amanuntitd a compusilor din vinuri. Metoda GC-MS
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este cea mai indicatd metoda pentru analiza calitativa i cantitativa a componentilor organici

volatili, al buchetului vinurilor si al unor principii active din vinuri.

CAP. V. ANALIZA PRIN GC-MS SI DILUTIE IZOTOPICA A
AMINOACIZILOR DIN SEMINTE

Scopul acestui studiu a fost de a compara continutul de aminoacizi si activitatea
antioxidantd a unor seminte de in, mac, struguri, canepa, nuci, dovleac, susan, pepene verde,
chia, porumb, migdale si alune, utilizate ca suplimente alimentare. Au fost evaluate atributele
antioxidante ale extractelor de samanta utilizand teste antioxidante cu DPPH (2,2-difenil-picril-
hidrazil) care captureaza (anihileaza) radicalii liberi.

Spectrometria de masa si cromatografia de gaz (GC-MS) a fost utilizatd pentru analiza
aminoacizilor in mai multe seminte selectate [60,62-67]. Metoda implica o procedura de

extractie, derivatizare si analiza GC-MS.

Etape experimentale

100 mg de seminte zdrobite au fost extrase cu 1 ml de acid tricloroacetic 6% intr-0 baie
cu ultrasunete timp de 5 minute. Amestecul a fost centrifugat timp de 5 min la 6000 rpm si
supernatantul a fost colectat pentru purificare. S-au trecut 0,5 ml supernatant si 50 pug [*°N] -
glicina (standard intern) peste o coloana Dowex S0W-WS8, coloana 4 x 40 mm (activatd). Solutia
colectata a fost uscata intr-un curent de azot la 60 °C sau la vid ,in centrifuga, la 60 ° C. Pentru
esterificarea functiei carboxilice s-au utilizat 200 pl de butanol: clorurd de acetil (4:1 v/v), timp
de o ord la 110 ° C, urmata de o acetilare a functiei aminice folosind 100 pl anhidrida
trifluoracetica, timp de 20 min la 80 ° C.

100 mg de seminte au fost extrase cu 1 ml etanol la 60 °C intr-0 baie cu ultrasunete timp
de 15 minute. Amestecul a fost centrifugat la 5800 rpm si supernatantul a fost colectat si testat
pentru activitate antioxidanta. Pentru determinarea activitatii antioxidante s-a utilizat testul
antioxidant DPPH. S-au folosit 100 ul (10 mg / ml samanta) din fiecare extract .

Analiza probelor s-a realizat cu ajutorul unui gaz-cromatograf cuplat cu un spectrometru
de masa cu analizor cuadrupolar Trace DSQ (Thermo Finnigan). Separarea compusilor a avut loc

pe o coloana capilara Rtx-5MS (faza stationara nepolara: 5% difenil/95% di-metil polisiloxan),

14



cu urmatoarele dimensiuni: 30m lungime x 0.25mm diametru intern, cu grosimea filmului de
0.25um. Programul de temperaturi al cuptorului cromatografic a fost, pentru aminoacizi: 70 °C,
2 min, 5°C/min la 110 °C, 10°C/min la 290 °C, apoi 16 °C / min la 300 °C, 3 min.. Gazul purtitor
a fost He 6.0, cu debitul de 1 mL/min.

lonizarea s-a realizat prin impact de electroni (70 eV, energia electronilor) si curentul de
emisie a fost de 100pA. Temperatura liniei de transfer a fost stabilita la 250°C, temperatura
injectorului, la 200°C, iar temperatura sursei de ioni, la 250°C. S-a injectat automat cate 1 pL de
proba, in modul split (10:1), folosind un autosampler Triplus. Spectrometrul de masa a functionat

in modul SCAN, inregistrand masa in domeniul: 50-500 u.a.m.

Rezultate

Metoda elaborata este selectiva si specifica. Spectrele de masa inregistrate pe fiecare pic
cromatografic permit identificarea precisa a aminoacizilor, utilizand biblioteca de spectre NIST.
De asemenea, suprapunerea componentilor este usor evidentiatd. Metoda a fost validata utilizand
aminoacizi etalon. Aminoacizii dominanti identificati in seminte au fost acidul glutamic, acidul
aspartic, prolina, glicina, lizina, alanina, histidina (in pepene verde) si tirozina din semintele de
in. Fig. 5.1. prezinta cromatogramele de separare a aminoacizilor liberi din Chia comparativ cu
cei etalon: (Gly: 13.53min; Thr: 15.01 min; Val: 15.94 min; Pro: 21.7min; Asp: 27.71min; Glu:

31.16 min) cat si a aminoacizilor etalon.
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Fig. 5. 1. Cromatogramele de separare a aminoacizilor liberi din Chia: (Gly: 13.53min;
Thr: 15.01 min; Val: 15.94 min; Pro: 21.7min; Asp: 27.71min; Glu: 31.16 min) (sus) si a
aminoacizilor etalon (jos).
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Toate extractele prezinta activitate antioxidanta. Cea mai mare activitate antioxidanta s-a

dovedit a avea extractul de seminte de struguri, urmata de extract de nuci si canepa, toate avand

0 activitate antioxidanta comparabila cu antioxidantii standard (Fig. 5. 6).
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Fig. 5. 6. Activitatea antioxidanta a probelor de samburi studiate.
Concluzii

Metoda de dilutie izotopicd dezvoltata s-a dovedit a fi precisa si simpld, utila pentru
studii de caracterizare a diferitelor extracte de seminte studiate. Metoda poate servi la
diferentierea intre seminte utilizate ca suplimente nutritive. Valoare semnificativd pentru
aminoacizii esentiali s-a obtinut in cazul semintelor de pepene verde (datoritd valorii ridicate a
histidinei) urmatd de canepa, dovleac, migdale, mac si seminte de struguri. Cea mai mare
activitate antioxidantd s-a dovedit a avea semintele de struguri, de nuci si de canepd. Valoarea
nutritionald exprimatd prin continutul de aminoacizi, in special esentiali si proprietdtile
antioxidante a demonstrat calitatea acestora de a fi utilizate ca suplimente nutritive. Studiul a

stabilit variatia aminoacizilor liberi in diferitele probe asociate cu capacitatea lor antioxidanta.
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CAP. VI. ANALIZA PRIN GC-MS SI DILUTIE IZOTOPICA A
AMINOACIZILOR DIN PLANTE

Plantele aromatice sunt utilizate pe scara larga in prepararea alimentelor si aromelor,
parfumurilor, dar ele sunt, de asemenea, o buna sursa de aminoacizi.

Plantele studiate, utilizate in mod traditional In medicina si hrana, au fost caracterizate si
comparate In ceea ce priveste extractele volatile, aminoacizii §i capacitatea antioxidanta.
Spectrometria de masd cuplatd cu cromatografia de gaze (GC- MS) este o tehnicd potrivita
pentru caracterizarea compusilor din extractele de plante.

Scopul investigatiilor a fost de a determina diferentele dintre plantele achizitionate din
Romania cu privire la aminoacizii prezenti in aceste plante folosite adesea ca ceai sau
condimente. De asemenea, au fost comparati si compusii lor volatili. Cuplajul spectrometrie de
masa - cromatografia de gaz (GC-MS) este o tehnica adecvata pentru caracterizarea compusilor

in extractele de plante [75-80].

Etape experimentale

Plantele: Chimen (Caraway), Busuioc (Ocimum basilicum), Soc (Elderberry flower),
Papadie (Dandelion), Tataneasa (Comfrey), Ghimbir (Ginger), Paducel (Howthorn), Lamaita
(Lemon Verbenon), Rostopasca (Celandine), Cimbrisor (Thyme), Artemisia (Artemisia), Menta
(Mentha piperita), Kurry (Curry), Salvia (Salvia officinalis), Rozmarin (Rosemary), Urzica
(Nettle) au fost achizitionate de la Gradina Botanica din Targu Mures, Romania. Toti reactivii si
standardele au fost achizitionate de la Merck (Darmstadt, Germania).

Pentru extractia aminoacizilor, 100 mg de frunze din plante au fost extrase cu 1 ml de
acid tricloroacetic 6% . Amestecul obtinut a fost centrifugat timp de 5 minute la 6000 rpm si
supernatantul a fost colectat pentru purificare. 0,5 ml din supernatant si 50 pg [*°N] -glicini
(standardul intern) s-au trecut peste o rasina schimbatoare de ioni (activata), coloana de 4 x 40
mm Dowex 50W-W8. Solutia colectata a fost uscata intr-un curent de azot la 60 °C.

Metoda de derivatizare a inclus o esterificare a functiei carboxilice folosind 200 pl
butanol: clorurd de acetil (4: 1 v/v), timp de 1 ord la 110 °C, urmatd de o acetilare a functiei

aminice folosind 100 pl de anhidrida trifluoracetica, timp de 20 minute la 80 ° C.
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Pentru extractia substantelor volatile, 100 mg de frunze sfardmate (mojarate) au fost sonicate
si s-a extras cu 1 ml etanol la 60 °C timp de 15 minute, apoi s-a centrifugat timp de 3 minute.
Amestecul a fost centrifugat la 5800 rpm si supernatantul colectat a fost filtrat si injectat In GC/MS..

Activitatea antioxidanta: 100 mg plante maruntite au fost extrase prin sonicare cu ImL etanol
la 60°C timp de 15 minute. Amestecul s-a centrifugat la 5800rpm si supernatantul colectat s-a testat
pentru activitatea antioxidanta prin metoda DPPH. 100uL (10mg/mL plantd) din fiecare extract s-a
utilizat sa decoloreze o solutie de 40pM DPPH.

Rezultate

Am determinat si am comparat continutul de substante volatile, aminoacizii si activitatea
antioxidanta in plante medicinale: chimen, busuioc, soc, papadie, tataneasa, ghimbir , paducel,
lamaita, rostopasca, cimbrisor, artemisia, mentd, curry, salvie, rozmarin, urzicd. Pentru
caracterizarea compusilor extrasi din plante s-au utilizat metode de extractie, purificare cu
schimbatori de ioni in cazul aminoacizilor, etapele de derivatizare si analiza prin cromatografie
de gaze-spectrometrie de masa (GC-MS).

Pentru analiza aminoacizilor, metodele au fost validate injectand solutii standard de
aminoacizi. Probele au urmadrit aceeasi procedura de derivatizare ca si standardele. S-au obtinut

valori bune pentru liniaritate, precizie si limita de detectie [75].
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Fig. 6. 3. Separarea si identificarea GC-MS a aminoacizilor prezenti in extractul de menta
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Figura 6. 3. prezinta cromatograma de separare a aminoacizilor si identificarea acestora
din extractul de menta. Biblioteca NIST a fost utilizata pentru identificarea compusilor.

Aminoacizii dominanti identificati in plantele studiate au fost prolina (in mg/g, in Curry
(18.8), Artemisia (8.00)); acid glutamic (Menta (4.81 ), Papadie (2.81), Tataneasa (2.15)); acid
aspartic (Urzica (3.16), Ghimbir, Soc (1.72 ), Menta (1.28)); lisina, (Ghimbir (0.21), Artemisia
(0.14)); glicina (Chimen (0.60), Tataneasa (0.54), Cimbrisor(0.54)); si alanina, (Urzica (0.69),
Ghimbir (0.37), Chimen (0.38)). Cele mai mari valori pentru aminoacizii liberi totali s-au
observant in curry, artemisia, menta, urzica, rostopasca (>7mg/g). Aminoacizii esentiali au variat
de la 0,05 mg/g in Busuioc la 1,70 mg/g in Papadie (Fig. 6.4).

Valori semnificative ale aminoacizilor esentiali (EAA), in mg/g, s-au obtinut in cazul
Papadiei (1.70) urmata de Urzica (1.35), Rostopasca (1.27), Artemisia (1.23), Menta (1.07), Soc
(0.94), Ghimbir (0.87) si Lamaita (0.56). Raportul EAA/TAA a fost mare in cazul florilor de Soc
(0.22), urmate de Busuioc (0.19), Rostopasca (0.18), Urzica (0.18), Paducel (0.17), Ghimbir
(0.15), si in Curry (0.02) fiind cel mai mic.

Aminoacizii totali (TAA), au variat de la Curry (20.70) la Papadie (13.47), Artemisia
(12.08), Menta (9.07), Urzica (7.40), Rostopasca (7.03), Ghimbir (5.78), flori de Soc (4.30),
Lamaita (4.21), Salvie (4.03), Chimen (2.41), Cimbrigor (2.26), Tataneasa(1.93), Paducel (1.04),
Rosemarin (0.94) si Busuioc (0.26).

Metoda s-a dovedit potrivita si relativ simpla cu posibilitate de a fi aplicata la analiza

aminiacizilor totali si poate s ajute la comparatia intre plante.
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Activitatea antioxidantd a fost determinata utilizand metoda DPPH (bazatd pe

decolorarea radicalului 2,2-difenil-picril-hidrazil colorat in rosu purpuriu si avand absorbtia la
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515 nm de catre substante cu caracter antioxidant). Toate extractele de plante au prezentat
activitate antioxidantd. Cea mai mare, peste 90%, a avut-o Rozmarinul, urmat de Cimbrisor,

Paducel, Salvie, Curry. Urzica a avut activitate antioxidanta sub 10%.

DPPH scavenging activity of herbs
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Fig. 6. 7. Activitatea antioxidanta a extractelor din plante (Chimen (caraway), Busuioc (Ocimum
basilicum), Soc (Elderberry flower), Papadie (Dandelion), Tataneasa (Comfrey), Ghimbir (Ginger),
Paducel (Howthorn), Lamaita (Lemon Verbenon), Rostopasca (Celandine), Cimbrisor (Thyme),
Artemisia (Artemisia), Menta (Mentha piperita), Kurry (Curry), Salvie (Salvia officinalis), Rozmarin
(Rosemary), Urzica (Nettle))

Concluzii

Metoda GC-MS cu dilutie izotopica este o tehnicd adecvatd pentru determinaterea
aminoacizilor in extractele din plante. Parametrii de validare: liniaritatea, in intervalul de interes,
liniaritatea (coeficientii de corelatie), precizia, au fost bune. Prin dilutie izotopicd, utilizdnd un
standard intern marcat, precizia creste, se evitd suprapunerea compusilor analizati. Metodele sunt
utile pentru controlul nutrientilor si controlul dietei. Compusii identificati In plantele studiate
sunt caracteristici pentru mirosul sau aroma acestor plante.

Valori semnificative pentru aminoacizii liberi totali, peste 7 mg/g, s-au obtinut pentru
Curry, Papadie, Artemisia, Menta, Urzica si Rostopasca. Pentru aminoacizii esentiali s-au obtinut
valori mari 1n cazul Papadiei, urmatd de Urzica, Rostopasca, Artemisia, Menta, flori de Soc,

Ghimbir si Lamaitd. Aminoacizi dominanti identificati in plantele studiate au fost au fost prolina,
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acidul glutamic, acidul aspartic, lizina, glicina si alanina. Cea mai mare activitate antioxidanta s-

a obtinut pentru extractele din Rozmarin, Cimbrisor, Paducel, Salvie si Curry.

CAP. VII. OPTIMIZAREA DIAGNOSTICARII DIN ANALIZE
DE SANGE UTILIZAND METODE STATISTICE
(CHEMOMETRIE)

Scopul principal a fost efectuarea unui studiu chemometric al datelor clinice din
rezultatele analitice prin utilizarea metodelor de analiza a clusterului si analiza componentilor
principali (PCA). S-au utilizat tehnici spectrofotometrice pentru obtinerea unei metode de
diagnosticare, prin analiza sangelui mai multor pacienti. S-au gasit modele de similitudine, atat
intre pacienti, cat si pentru testele clinice. Doud metode clasice de chemometrie si anume
Analiza Cluster (CA) si Analiza Componentilor Principali (PCA) au fost aplicate la evaluarea
datelor clinice. Aceste metode au fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie
de sex si varstd. Prin analiza componentilor principali s-a redus setul de date la cateva
reprezentative, iar prin analiza clusterului s-au determinat diferente si nepotriviri.

Subiectii de la care s-a facut recoltarea sunt pacienti care s-au prezentat la Laboratorul de
analize medicale in vederea obtinerii unor rezultate a unor parametri de interes pentru

diagnosticarea unor afectiuni sau pentru monitorizarea afectiunilor de care suferd pacientul.

Partea experimentala

Studiul 1. Au fost studiati un numar de 6 barbati (M) si 30 de femei (F). A fost utilizata
metoda spectrofotometricd, tipul de esantion: ser. Datele clinice analitice sunt prezentate 1n
tabelul 7. 1. si tabelul 7. 2.

Compusii investigati In probele de sdnge uman au fost compusi organici de interes clinic
(glucoza, colesterol, trigliceride, uree, creatinind, tabelul 7. 1.), compusi anorganici (Ca, Mg si
Fe), enzime (TGO, TGP-transaminaze) si VSH (viteza de sedimentare a hematiilor) (tabelul 7. 2).
Metodele chemometrice au fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie de sex

si varsta [123].
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Tabel 7. 1. Datele clinice studiate (mg/dl) [123].

P Sex Age Glu Chol Trigly Urea Creat
1 F 65 86.5 268 145 0.95
2 F 68 260 119

3 M 65 91.5 165 136 0.95
4 F 12 83.1 42.44 0.41
5 F 14 97 145 62 25.1 0.65
6 F 81 109.6 160 116 0.83
7 M 69 98.5 207 73 1.07
8 M 33 95 230 101 36.84 0.81
9 F 58 310 266 225 1.22
10 F 73 131.1 221 57 0.54
11 F 71 100 194 128 38 1.08
12 F 60 107 353 219 25.93 0.84
13 F 49 88 273 134 0.58
14 F 76 88.5 217 86 30.39 0.95
15 F 54 92 250 117 0.78
16 F 45 85 199 132 11.23 0.91
17 F 21 74 177 36 28.18 0.82
18 M 48 94 262 191 22 1.24
19 F 65 123 256 62 22.69 0.77
20 F 54 94 201 124 39.11 0.82
21 M 56 109 165 42 26.04 0.82
22 F 72 145 179 9 0.8
23 F 25 78 41 22.65 0.88
24 F 50 83 195 48 0.87
25 F 54 101 220 227 65.64 1.32
26 F 51 86 276 191 0.92
27 F 74 84 230 57 0.71
28 F 29 72 142 49 14.85 0.82
29 F 60 89 259 116 0.97
30 F 49 95 168 125 29.67 0.84
31 F 87 101 187 1.1
32 F 53 82 293 69 0.84
33 F 27 81 175 73 18.95 0.86
34 F 76 213 70 29.42 0.99
35 F 41 78 194 45 0.67
36 M 61 84 170 92 27.87 0.93

Interval biologic de referinta:
Glucoza (Glu): 60-110 mg / dl;
Colesterol (Chol): <200 mg / dl; mare: > 240 mg / dl,

Trigliceride (triglic): barbati (M): 40-160 mg / dl; femei (F): 36-135 mg / dl;
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Uree: 10-50 mg / dI;
Creatinina (creat): barbati: 0,9-1,3 mg / dl; femei: 0,6-1,1 mg / dl;

Tabel 7. 2. Date clinice studiate (mg/dl) [123].

P Sex Ac. uric TGO TGP VSH Ca Mg Fe
1 F 5.49 27 19 13

2 F 30 38

3 M 6.34 29 24 11

4 F 28 14 5 2.25 87
5 F 25 17 9.27 2.11

6 F 6.75 23 17

7 M 32 23 2.36 98
8 M 49 66 5

9 F 3.77 36 44 10

10 F 20 18

11 F 22 10 45 8.2 2.24 62
12 F 36 23 16 8.1 2.4

13 F 24 26 6 9.57 2.35 94
14 F 27 18 9.31 2.29

15 F 4.09 44 64 9 9.54

16 F 411 23 16 13 8.63 2.19 74
17 F 3.32 30 13 5 9.17 2.18 102
18 M 11.12 53 70 5 9.49 2.32 123
19 F 28 22

20 F 27 10 8 2.29 79
21 M 3.32 37 38

22 F 4.66 25 27

23 F 3.52 11 19 8.7 2.11 70
24 F 2.96 26 12 5

25 F 7.05 27 18 138
26 F 28 22 12 8.25 2.3 87
27 F 27 16 6 8.35 2.31 69
28 F 16 5 8.94 2.25 108
29 F 4.95 22 19 5 8.79 2.46 123
30 F 3.06 34 56 15 8.93 2.27

31 F 33 7 19 8.93 2.29 95
32 F 24 22 18 9.25 2.33

33 F 43 46 8.73 2.06

34 F 12 33 9.45

35 F 3.23 15 29 5 8.86 2.56 128
36 M 5.92 57 61 18 68

Interval biologic de referinta:

Acid uric: barbati: 3,4-7,0 mg / dl; Femei: 2,4-5,7 mg / dI;
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TGO: 0-35 U/ L;

TGP: barbati: 0-35 U / I; femei: 0-36 U / I;

VSH: 2-12 mm / h metoda Westergreen, tip esantion: sdnge integral K3 EDTA;
Calciu (Ca): 8,6-10,3 mg / dI;

Magneziu (Mg): 1,6-2,5 mg/ dl;

Fier (Fe): copii: 50-120 mg / dI; femei: 60-160 mg / dL barbati: 80-180 mg / dl.

Un alt studiu (I1):

Au mai fost studiati un numar de 27 barbati (M) si 46 de femei (F), de varste diferite la
care s-a luat in considerare diagnosticul pacientului si unele analize in plus fata de studiul
precedent, analize de hematologie: WBC (Leucocitele), HGB (Hemoglobina) si PLT
(Trombocitele).

Compusii investigati in probele de sange uman sunt de interes clinic (WBC, HGB, PLT,
VSH, TGO, TGP, tabelul 7.3.), (Ca, Mg, Fe, Uree, Creat, Acid Uric, Glic, Col, Trig). Metodele
chemometrice au fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie de sex si varsta.
Pacientii au fost separati in doud grupe, in functie de sex si in trei grupuri, in functie de varsta lor

si trel componente principale.

Rezultate

Scopul studiului a fost de a gasi modele de similitudine, atat intre pacienti, cit si pentru
testele clinice. Doud metode clasice de chemometrie si anume analiza clusterului (CA) si analiza
principala a componentelor (PCA) au fost aplicate la evaluarea datelor clinice. Aceste metode au
fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie de sex si varsta. Prin analiza
componentilor principali s-a redus setul de date la cateva reprezentative, iar prin analiza
clusterului s-au determinat diferente si nepotriviri [110]. Analiza cluster arata gradul de corelatie
prin valorile ESR (VSH), Ca, Mg, Acid uric, Creatinind, TGP, TGO, Uree, Fe, Trigliceride si
Colesterol. Exista similitudini ale probelor de la diferiti pacienti. (Figurile 7.1, 7.2). Din analiza
cluster se observa o corelatie mare intre magneziu si creatinind, fapt observat si de alti cercetatori
[114]. De asemenea, calciul si acidul uric s-au dovedit a fi puternic corelati. Exista mai multe
studii care au descoperit intr-un procent considerabil in cazul pacientilor cu oxalat, o concentratie
ridicata de acid uric si de asemenea hipercalciuria [115]. Analiza cluster a demonstrat ca VSH-ul

este corelat cu Ca, acidul uric, creatinina si Mg, care fac VSH-ul un bun marker pentru bolile
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renale. Acest fapt a fost, de asemenea, dovedit clinic [116]. Foarte corelate sunt, de asemenea,
enzimele TGP si TGO, enzimele transaminazelor hepatice, care se gasesc in metabolismul
aminoacizilor si sunt corelate direct cu concentratia de uree.

Studiul a aratat o buna corelatie intre enzimele transaminazice, uree si VSH, Ca, Mg, acid
uric, creatinind. O corelatie semnificativa a fost obtinuta intre Fe, trigliceride si colesterol.

Explicatia clusterizarii constatate este relevanta si se bazeaza pe modelul similaritatii
intre nivelul glucozei, nivelul enzimelor, functia hepatica, functia renald. Aceasta clasificare
contribuie la optimizarea performantei datelor clinice pentru pacienti si diagnosticarea

pacientilor.
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Fig. 7. 1. Dendrograma privind parametrii clinici considerati in studiul 1.
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Fig. 7. 2. Dendrograma parametrilor clinici considerati in studiul II (inclusiv varsta pacientilor).
Se observa legatura dintre varsta pacientului si cantitatea de Fe.
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Fig. 7. 6. Reprezentarea graficd a imprastierii datelor referitoare la sexul pacientilor luati

in considerare in studiul Il.

S-a observat o corelatie bunad intre parametri clinici la pacientii separati in doua grupe, in
functie de sex si cei separati in trei grupuri in functie de varsta; zona punctata e definita de primii

trei componenti principali (Fig. 7. 6 si Fig. 7. 7).
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Fig. 7. 7. Reprezentare grafica a imprastierii datelor referitoare la sexul (studiul 1).

Concluzii

Rezultatele studiului nostru arata ca exista o corelatie mare intre anumiti parametri clinici
(figurile 7. 1 si 7. 2). Rezultatele confirma ca analizele clinice combinate cu metodele
chemometrice sunt utile pentru corelatii si interpretari legate de diagnosticare si tratament.

S-a observat o corelatie buna Intre parametri clinici la pacientii separati in doud grupe, n
functie de sex si cei separati in trei grupuri in functie de varsta; zona punctatd definitd de primii
trei componenti principali (Fig. 7.6 si Fig. 7.7).

Prin PCA se pot extrage informatii utile dintr-un numar mare de date care altfel nu pot fi
interpretate. Aceste informatii sunt valoaroase pentru diagnosticare si tratament [109].

Dezvoltarea in continuare a metodelor utilizate poate oferi perspective importante pentru
asistenta medicald. In functie de valorile datelor analitice clinice ar trebui studiate urmitoarele

boli: afectiuni hepatice, tulburari lipidice, diabet, tulburari renale, etc [99].
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CONCLUZII GENERALE

Contributii personale: Consider ca dezvoltarea metodelor analitice pentru studiile

aplicative din cadrul tezei de doctorat reprezintd o contributie originala in domeniul cercetérilor

biomedicale si de control al alimentelor utilizind metode spectroscopice. Analiza cantitativa a

continutului de aminoacizi in alimentele studiate, a celor esentiali, este un element de

originalitate.

Rezultatele experimentale obtinute Tn urma studiilor efectuate au condus la urmatoarele

concluzii:

S-au determinat compusi de interes biologic activi, benefici pentru sdnatatea umand, prin
elaborarea si testarea metodelor de analizd din alimente ( vin, seminte, plante) si
monitorizarea acestora.

S-a demonstrat ca GC-MS este o tehnica de exceptie prin domeniile de investigare in care
isi gaseste aplicatiile si pentru ca poate identifica structuri necunoscute.

Metodele de analiza cantitativa utilizate au fost validate, parametrii de validare pentru
liniaritate, precizie, acuratete, limita de detectie, limita de determinare cantitativa au fost
buni.

S-au dezvoltat sau adaptat metode de analiza calitativd si cantitativd a aminoacizilor si
acizilor grasi din vinuri. Rezultatele au aratat putine diferente intre vinurile analizate prin
compararea aminoacizilor liberi, a compusilor volatili si a activitatii antioxidante a sase
vinuri albe din podgoria Blaj si doud vinuri din alte podgorii. Continutul mare de prolina
in comparatie cu alti aminoacizi este datorat tehnologiei de fermentatie al argininei.
Metoda GC-MS s-a dovedit a fi o metoda excelenta pentru caracterizarea vinului, cea. mai
indicatd pentru analiza calitativd si cantitativi a componentilor organici volatili, al
buchetului vinurilor si al unor principii active din vinuri.

S-a comparat continutul de aminoacizi si activitatea antioxidantd a unor seminte (seminte
de in, mac, struguri, canepa, nuci, dovleac, susan, pepene verde, chia, porumb, migdale si
alune) utilizate ca suplimente alimentare. Metoda de dilutie izotopicd dezvoltata a fost
precisa si simpld, utila pentru studii de caracterizare a diferitelor extracte de seminte

studiate, utila pentru diferentierea intre seminte utilizate ca suplimente nutritive. Valoare
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semnificativd pentru aminoacizii esentiali s-a obtinut in cazul semintelor de pepene verde
(datoritd valorii ridicate a histidinei), in cele de canepd, dovleac, migdale, mac si seminte
de struguri. Valoarea nutritionald exprimata prin continutul de aminoacizi si proprietatile
antioxidante a demonstrat calitatea acestora de a fi utilizate ca suplimente nutritive. S-a
stabilit variatia aminoacizilor liberi in diferitele probe asociate cu capacitatea lor
antioxidanta.

. Spectrometria de masa cuplatd cu cromatografia de gaze (GC- MS) este o tehnica potrivita
pentru caracterizarea compusilor din extractele de plante. Plantele aromatice sunt utilizate
pe scard larga in prepararea alimentelor si aromelor, in medicind, fiind o buna sursa de
aminoacizi. Scopul investigatiilor a fost de a determina diferentele dintre plantele
achizitionate din Romania cu privire la aminoacizi si activitatea antioxidanta a unor plante
folosite adesea ca ceai sau condimente. Aminoacizii dominanti identificati in plantele
studiate au fost prolina, acidul glutamic, acidul aspartic, lizina, glicina si alanina. Cea mai
mare activitate antioxidantd s-a obtinut pentru extractele din Rozmarin, Cimbrisor,
Paducel, Salvie si Curry.

o S-au utilizat tehnici spectrofotometrice pentru dezvoltarea unei metode de diagnosticare
din analiza sangelui. Scopul principal a fost efectuarea unui studiu chemometric al datelor
clinice din rezultatele analitice prin utilizarea metodelor de analiza a clusterului si analiza
componentilor principali (PCA). S-au gasit modele de similitudine, atat intre pacienti, cat
si pentru datele clinice prin Analiza Cluster (CA) si Analiza Componentilor Principali
(PCA). Aceste metode au fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie de
sex, varstd si diagnostic. Studiul a ardtat o buna corelatie intre enzimele transaminazice,
uree si VSH, Ca, Mg, acid uric, creatinina. O corelatie semnificativd a fost obtinutd intre
Fe, trigliceride si colesterol. Corelatia mare intre anumiti parametri clinici confirma ca
analizele clinice combinate cu metodele chemometrice sunt utile pentru corelatii si
interpretari legate de diagnosticare si tratament.

Rezultatele obfinute in aceasta teza de doctorat au fost publicate in 6 articole in reviste

de specialitate, 5 cu factor de impact ISI si una BDI, si au fost comunicate prin participarea la 14

manifestari nationale si internationale.
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