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INTRODUCERE

Cunoasterea 1n detaliu a proceselor chimice care au loc 1n structura organismelor vii, atat
din regnul vegetal cat si animal, a devenit posibilda numai odatd cu dezvoltarea tehnicilor de
analiza instrumentala moderne. Aceste tehnici permit astazi obtinerea unui numar foarte mare de
date, concomitent cu reducerea timpilor necesari etapelor de colectare, identificare si
interpretare.

Cromatografia de gaze (GC) reprezintd in prezent una dintre cele mai importante metode
analitice atunci cand vorbim despre determinarea substantelor individuale din amestecuri
complexe, in cadrul analizelor chimice organice. Spectrometria de masa (MS), utilizata ca
compusilor, mergand pana la ordinea in care se leagd grupdrile in molecula. Dintre cele mai
importante caracteristici ale spectrometriei de masa putem enumera: sensibilitatea ridicata,
limitele de detectie superioare, timpul redus necesar si aplicabilitatea metodei intr-0 varietate
largd de domenii: chimie organicd, controlul alimentelor si al poludrii mediului, investigatii
criminalistice, monitorizarea proceselor, fizica atomului, cinetica reactiilor, analize specifice
chimiei anorganice, etc.

Aplicatiile metodelor analitice in industria alimentard sunt multiple si deosebit de
importante. Studiile actuale urmaresc dezvoltarea si optimizarea unor metode capabile sa
determine compozitia unor alimente utilizate pe scard largd (amprenta cromatografica/
metabolomicd), sd identifice anumiti compusi esentiali pentru functionarea optima a
metabolismului sau sistemului imunitar uman, sinteza proteinelor, mentinerea echilibrului
mineral, etc. Alte studii urmédresc cresterea productivitatii unor cereale / legume sau fructe,
dezvoltarea unor specii de hibrizi rezistenti la diferite conditii de mediu, cu valoare nutritiva
superioara si de mare randament.

Aminoacizii sunt substante organice cu importanta fiziologica, componente de baza a
proteinelor, elemente indispensabile in alimentatia fiecdrui om. Pot fi considerati pe buna
dreptate cei mai importanti nutrienti din organismul uman, contribuind la sinteza si utilizarea
eficienta a proteinelor. Din multitudinea de aminoacizi cunoscuti astazi in natura (peste 700), 20
de aminoacizi sunt utilizati In sinteza a peste 50.000 proteine unice si 20.000 de enzime
necesare. Dintre acesti 20 de aminoacizi, se disting 9 aminoacizi esentiali pe care corpul nu Ti
poate sintetiza singur si care se obtin consumand diverse alimente. Organismul uman nu
stocheaza surplusul de aminoacizi esentiali, acestia fiind folositi pentru crearea de noi proteine,
in mod regulat. Din acest considerent, furnizarea continua a acestor aminoacizi este necesara
pentru mentinerea starii de sanatate.

Celalalt tip de aminoacizi, cei neesentiali, pot fi sintetizati de organism, astfel Incat nu
este necesar consumul lor regulat.

Acizii grasi reprezintd componente importante ale lipidelor, prezente in plante, animale si
microorganisme. De regula, acestia sunt grupdri carboxilice, cu o catend alifatica lunga,
majoritatea avand un numar par de atomi de carbon. Daca legaturile carbon-carbon sunt toate
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unice, acidul este saturat; daca oricare dintre aceste legaturi sunt duble sau triple, acidul este
nesaturat, prezentand o reactivitate crescutd. Acizii grasi nu se regdsesc in stare liberd in natura,
ci in combinatie cu glicerolul, formand trigliceridele. O serie de acizi grasi sunt considerati
esentiali, deoarece acestia nu pot fi sintetizati de catre organismul animal sau uman. Astfel de
acizi, cum ar fi omega-3 si omega-6, sunt necesari in procesele celulare, dar si la sinteza unor alti
acizi grasi. Acizil grasi omega-3 si omega-6 sunt derivati din acidul linoleic, respectiv alfa-
linoleic. Aportul de acizi omega-3 si omega-6 este deci deosebit de important pentru mentinerea
unei sdnatati optime.

Evolutia in timp a obiceiurilor alimentare a condus la modificarea consumului de acizi
grasi, caracterizatd prin cresterea aportului de alimente bogate in acizi grasi omega-6 si
reducerea alarmanta a aportului de omega-3, ceea ce a condus la un dezechilibru important al
raportului omega-6 / omega-3, acesta avand repercusiuni grave asupra metabolismului uman, si
respectiv asupra starii de sanatate.

Acizii grasi esentiali omega-3 se regdsesc in surse vegetale: seminte ale unor cereale /
legume, uleiuri extrase din acestea, sau in carnea de peste (macrou, hering, pastrav). Omega-6 se
regaseste in compozitia semintelor si in nuci, dar si in uleiurile extrase din acestea, in special in
uleiurile vegetale rafinate. Spre deosebire de omega-3, omega-6 este produs in diferite cantitati si
in organismul uman, avand ca si cauza principald dezechilibrul hormonal.

Determinarea mineralelor si a oligoelementelor prezinta de asemenea un interes
important. Unele metale (Fe, Mg, Zn si Cu) sunt considerate micronutrieti esentiali pentru
organism. Din acest considerent, prezenta unor metale in alimentatie (in particular, in uleiurile
vegetale) reprezintd un factor important de evaluare a proprietdtilor biochimice si nutritive,
avand 1n vedere capacitatea acestora de a influenta viteza de oxidare. Alte metale, cunoscute si
sub denumirea de metale grele, prezintd un rol nociv asupra alimentelor contaminate.
Contaminarea alimentelor se poate face din apd, aer, sol, contactul cu masini, instalatii sau
utilaje tehnice, etc. Toxicitatea acestor metale este rezultatul legarii lor de sistemele enzimatice
importante prezente in celula animald sau de parti ale membranelor celulare. Efectul toxic se
manifestd la depasirea unor valori prag, sub care unele (Cu, Co, Fe, Ni, Zn) pot avea chiar rol
benefic, esential pentru proteinele implicate Tn anumite cai metabolice.

La depasirea limitelor maxime admisibile, unele metale grele (As, Hg, Pb, Cd) pot cauza
necroza tubulilor renali, afectarea functiei renale, in timp ce expunerea cronica la Pb, Hg, Cd
conduce la efecte nefrotoxice.

Calitatea nutritivd a continutului de metale, in cadrul studiilor efectuate pe parcursul
stagiului de doctorat, a fost testata folosind tehnica spectrometriei de masa cu plasma cuplata
inductiv (ICP-MS), cu ajutorul instrumentului Perkin Elmer ICP-MS.

Unele minerale (Ca, Na, Mg, K, Zn) au fost determinate din probele de seminte prin
spectrometrie de absorbtie atomica cu flacard, utilizdnd un instrument Analytik Jena, ContrAA
700, 1n flacara de amestec acetilena-aer.

Scopul tezei consta in dezvoltarea unor metode analitice si in optimizarea sistemelor GC-
MS (gaz cromatograf cuplat cu spectrometru de masa), in vederea determinarii acizilor grasi si a
aminoacizilor din extracte de seminte, din diferite uleiuri vegetale, in plasma si carne de pastrav,
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elaborarea metodelor de analiza si comparare a compozitiei de nutrienti, precum si determinarea
continutului de metale grele, prin spectrometrie de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS).

Structura tezei

Teza de doctorat este structuratd in 8 capitole, un capitol introductiv, un capitol
prezentand Concluzii si Contributii personale, respectiv o parte contindnd referintele
bibliografice utilizate in redactarea lucrarii.

Primul capitol cuprinde o descriere a spectrometriei de masa, ca fiind una dintre cele
mai importante metode si tehnici utilizate In analiza cantitativa, cu aplicabilitate intr-o sferd larga
de domenii: fizica atomica, fizica si cinetica reactiilor chimice, majoritatea domeniilor analitice.
Sunt prezentate notiuni teoretice privind principiile de functionare, principalele sisteme de
introducere a probei, sursele de ioni, respectiv tipurile de detectori utilizati in domeniul
spectrometriei de masa, in functie de domeniul de analiza si de performantele impuse.

Capitolul 11 trateaza, din punct de vedere teoretic, cea mai raspandita metoda de analiza
cromatografica, gaz cromatografia, metoda utilizatd la scara larga in prezent pentru analize
cantitative si calitative ale amestecurilor, in scopul purificarii compusilor, analiza fluxurilor de
gaze, determinarea procentelor de oxigen, azot, dioxid si monoxid de azot, inclusiv in medicina
(analize de sange), determinarea si analiza uleiurilor esentiale sau a aromelor si nutrientilor, in
industria alimentard. Sunt de asemenea prezentate principalele tipuri de coloane cromatografice,
precum si sistemele de detectie utilizate, cu aplicatiile specifice fiecaruia.

Capitolul 11l trateazd succint doua aplicatii moderne ale spectrometrici de masa,
respectiv cuplajul gaz cromatograf — spectrometru de masa (GC-MS) si spectrometrul de masa
cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS).

Cuplajul gaz cromatograf — spectrometru de masa (GC-MS) reprezinta o tehnica analitica
extrem de utild atunci cand este aplicatd pentru confirmarea si identificarea analitilor volatili si
semivolatili dintr-un amestec complex, la determinarea masei moleculare si a structurii
elementare a unor volatile / semivolatile necunoscute, etc.

Metoda ICP-MS se bazeaza pe combinarea plasmei cuplate inductiv, ca metoda de
ionizare, cu spectrometria de masa, ca metoda de separare si detectie a ionilor. Pe langa probele
clasice de sol, apa, hrana, actualmente o gama larga de probe biologice, atét solide, cat si lichide,
pot fi analizate prin ICP-MS: sange, urind, plasma, ser, fluide interstitiale, organe interne, dinti,
par, oase si chiar celule.

Capitolul 1V prezinta procesul de validare a metodelor de analiza, adica demersul prin
care se stabileste, prin studii de laborator, daca o metoda indeplineste criteriile pentru aplicatiile
analitice pentru care a fost selectatd. Validarea consta intr-o metodologie de conformare /
acreditare care ia in considerare scopul, caracteristicile, performantele si limitele de acceptanta,
elemente caracterizate printr-o serie de parametri, prezentati de asemenea in acest capitol.

Primele patru capitole pregatesc baza teoretica pentru analizele efectuate in demersul
stiintific din partea a doua a tezei de doctorat.

Capitolul V prezinta o analiza calitativa si cantitativa utilizand cuplajul cromatografie de
gaze — spectrometrie de masa, in vederea identificdrii aminoacizilor si a acizilor grasi din 25 de
probe de seminte de porumb. Studiul a fost realizat in vederea sporirii productivitatii productiei
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de porumb si dezvoltarii de hibrizi rezistenti la diferite conditii de mediu, cu valoare nutritiva
superioara si de mare randament.

Capitolul VI cuprinde analize de precizie ridicata, cu scopul compararii continutului de
acizi grasi in plasma si carnea de pastrav (Oncorhynchus mykiss). In acest sens, a fost dezvoltata
o metoda simpla si de incredere, prin care acizii grasi au fost separati si identificati cu ajutorul
unui gaz cromatograf Trace GC, echipat cu o coloana capilarda RTX-5MS, cuplat cu un
spectrometru de masa cuadrupolar Trace DSQ.

Capitolul VII prezinta o metoda de determinare si comparare a compozitiei de nutrienti
(acizi grasi si ionii metalelor) prezente in diferite uleiuri vegetale, extrase din seminte de: in,
mac, struguri, canepd, nuci, soia, dovleac, susan, si compararea valorilor obtinute cu cele
identificate in carnea de pastrav. Identificarea si masuratorile concentratiilor de acizi grasi au
fost efectuate prin GC-MS, iar pentru caracterizarea continutului de ioni metalici (Na, Mg, K,
Mn, Cd, Cu, Cr), a fost utilizatd tehnica ICP-MS (spectrometrie de masa cu plasma cuplata
inductiv).

Capitolul VIII prezinta analize de precizie pentru determinarea continutului de acizi
grasi, minerale si metale grele, din extracte de seminte de: in, mac, struguri, canepa, nuca,
dovleac, susan, pepene verde si chia. Metodele analitice utilizate la aceste determinari au fost de
asemenea cuplajele GC-MS, respectiv ICP-MS.

Capitolul IX incheie teza prin prezentarea concluziilor finale, precum si a contributiilor
personale aduse prin prezenta lucrare. Sunt subliniate viitoarele directii de cercetare posibil de
urmat, utilizand rezultatele obtinute experimental, prin intermediul acestei teze de doctorat.

1. Analiza prin GC-MS a aminoacizilor si a acizilor grasi din seminte de

porumb
Obiectivul studiului

in cadrul acestui studiu am urmirit dezvoltarea unei metode de analiza calitativa si
cantitativa a aminoacizilor si acizilor grasi din 25 de probe de seminte de porumb. Studiul a fost
realizat in vederea sporirii productivitatii productiei de porumb si dezvoltarea de hibrizi
rezistenti la diferite conditii de mediu, cu valoare nutritiva ridicata si de mare randament.

Am analizat mai multe linii consangvinizate de seminte de porumb, cu scopul de a ajuta
la imbunatatirea culturii [1],[2]. Consangvinizarea se obtine intotdeauna prin inseminare
artificiala, fiind practic imposibil de realizat liniile consangvine printr-o alta metoda.

Cantitatile de proteine si de aminoacizi sunt influentate de factori genetici si de mediu
cum sunt conditiile climatice, tipul de sol, cantitatea de fertilizator utilizata, etc. Cercetarea in
vederea Tmbunatatirii calitdtii nutritive este necesara pentru obtinerea unui continut adecvat de
aminoacizi in furaje, deoarece Tn mod obisnuit porumbul contine cantititi reduse de aminoacizi
esentiali, cum ar fi metionina, lizind, treonina sau altele care pot limita cresterea animalelor de
ferma [3].

Cromatografia de gaze cuplatd cu spectrometria de masd GC-MS reprezintd o tehnica
excelentd pentru identificarea si determinarea cantitativa a aminoacizilor si acizilor grasi [4],[5],
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acest considerent constituind si motivul alegerii acestei tehnici pentru analiza calitativa si
cantitativa a aminoacizilor liberi din probele de porumb, Tn cadrul acestui studiu.

Materiale si metode

Pentru analiza calitativa si cantitativd a aminoacizilor si acizilor grasi, au fost utilizate 25
probe constind in seminte de porumb. Liniile consangvinizate studiate reprezinta nucleul a 5
soiuri de seminte de porumb: TC 209 (1.1), TC 316 (2.1), TC 243 (3.1), TB 367 (4.1), D 105
(5.1), experimentat cu 5 tipuri de citoplasma: originala, (CIT T 248), (CIT TB 329), (CIT TC
177) si (CIT TC 221). Liniile consangvinizate de porumb s-au notat : 1,2-1,5; 2,2-2,5; 3,2-3,5;
4,2-4,5; 5,2-5,5.

A fost extrasd o cantitate de 400 mg faina de porumb, cu 5 ml de acid tricloracetic
(C2HCI30,) 6%, intr-o baie de ultrasunete, timp de 5 minute, procesul de extractie fiind repetat
de 2 ori. Probele au fost centrifugate timp de 5 min, la 6000 rot/min, colectandu-se supernatantul.
0,5 ml din acest supernatant si 10 pl metionina [°N] folositd ca standard intern, au fost trecute
printr-o rasina schimbatoare de ioni Dowex S0W-WS8, coloana 4x40 mm. Solutia colectata a fost
uscatd in curent de azot la temperatura de 60°C sau utilizand o centrifuga cu vid la 60°C [2].

Derivatizarea aminoacizilor

Analiza compusilor prin GC/MS se aplicd pentru compusi volatili si semivolatili. Exista
insd un numar mare de compusi care sunt prea putini volatili pentru a putea fi analizati prin
cromatografie de gaze si spectrometriec de masa. Prin utilizarea unor procedee chimice
componentii de interes pot fi modificati astfel Incat sd devina mai volatili.

Analiza aminoacizilor prin cromatografie de gaze-spectrometrie de masa presupune
adesea derivatizari multiple.

Tn cazul studiului experimental pentru aminoacizi, derivatizarea a inclus o esterificare a
functiei carboxil prin adaugare de 200 pl butanol/ HC1 3M timp de 1 ora la 110 °C, urmata de o
acetilare a functiei amina folosind 100 pl anhidridd trifluoracetica, timp de 20 min la 60°C.
Reactia de trifluoroacetilare are ca rol reducerea polaritdtii gruparii amino. Solventii Tn exces au
fost indepartati cu un curent de azot, iar componentii derivatizati uscati au fost dizolvati in 500
ul de acetat de etil si injectati in GC-MS.

Derivatizarea acizilor grasi

Probele de acizi grasi au fost convertite 1n esterii metilici corespunzatori (FAME), in
scopul aplicarii analizei GC. Ca agent de esterificare s-a folosit metanol:clorura de acetil 4:1
(v:v). Procesul de esterificare a avut loc timp de 20 minute, la temperatura de 80°C. Excesul de
reactiv s-a indepartat prin evaporarea in flux de azot, la temperatura de 60°C, esterii metilici
obtinuti fiind apoi dizolvati in 500ul diclormetan. Dupa adaugarea standardului intern (10ug
C11:1), 1ul de proba a fost injectata automat in gaz-cromatograf.

Aparatura experimentala

In vederea separarii si identificarii aminoacizilor si acizilor grasi s-a utilizat un
cromatograf de gaze Trace GC, cuplat cu un spectrometru de masa cu analizor cuadrupolar Trace

10



DSQ Thermo Finnigan (fig. 1.1). Separarea s-a realizat pe o coloana capilard Rtx-5MS, 30m
lungime, 0,25 mm diametru, grosimea filmului de faza solida 0,25 pm.

Figura 1.1. Sistemul Thermo Finnigan Trace GC-Thermo DSQ

Programul de temperatura pentru separarea aminoacizilor a pornit de la 70°C timp de 2
min, crescand apoi cu o viteza de 5°C /min pana la 100°C, apoi cu 10°C /min pana la 260°C, iar
apoi cu 17°C /min pana la 290°C, aceasta temperatura fiind mentinuta timp de 5 min.

Pentru separarea acizilor grasi, s-a utilizat urmatorul program de temperatura: 50°C, 1
min, crestere succesiva cu 8°C/min pana la 300°C. Debitul de heliu (gazul purtator) a fost de 1
ml/min.

Conditiile de functionare a spectrometrului de masa au fost aceleasi pentru ambele tipuri
de compusi investigati: temperatura liniei de transfer: 250°C, temperatura injectorului: 200°C,
temperatura sursei de ioni: 250°C. Energia electronilor a fost de 70 eV, iar curentul de emisie de
100 mA. Ca standarde interne s-au folosit *N-metionina pentru determinarea cantitativa a
aminoacizilor, respectiv acidul undecaenoic (C11:1), pentru determinarea cantitativa a acizilor
grasi.

Calculul cantitativ al aminoacizilor

Pentru identificarea si determinarea cantitativa a aminoacizilor, se utilizeaza metoda
dilutiei izotopice. Se adaugd un standard intern marcat izotopic, analog al aminoacidului de
interes, de reguld °N-metionina, in fiecare proba de supernatant, rezultate in urma extractiei.

Abundentele izotopice fractionale ale metioninei si ale izotopomerului siu marcat cu N au fost
calculate din rapoartele izotopice determinate experimental.

Contributiile izotopice se pot descrie prin intermediul unui set de ecuatii liniare
simultane, cu forma generala:

'{.r = E.r=i,}'AEX_;l' (1)

unde Iy reprezinta abundenta izotopica relativd a ionului X, A;j reprezintd contributia fiecarei
specii izotopice la fiecare masd din domeniul inregistrat, iar X; este abundenta fractionald
necunoscuta.

Daca exprimdm setul de ecuatii simultane in notatie matriciald, abundenta relativa a
fiecdrei specii izotopice (A;) este calculata pentru cei doi ioni m/z 171 sim/z 172:

[ =AX 2)
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unde : A — matricea abundentei (m x n), continand contributia fiecarei specii izotopice, |-
intensitatea masurata; X — cantitatea de compus.

Solutia setului de ecuatii este obtinutd prin metoda celor mai mici patrate, astfel:
X=(ATA)taT1 (3)
unde: A" — transpusa matricei A.

Matricea pseudo-inversd, A, se calculeaza cu ajutorul formulei:
1 ¥

ATt =
detd

(4)
unde A este matricea determinant iar A" este adjuncta matricei A.

Factorii de raspuns pentru fiecare aminoacid (coeficienti adimensionali folositi la corectia
raspunsului dat de detector) se calculeaza cu relatia:

A /A
F=—-t ()
My ?J"IJ-'
unde: m; este cantitatea corespunzatoare compusului i, m; este cantitatea corespunzitoare

compusului j, iar A; si A;j sunt ariile compusilor i si J.

Aminoacizii din probele de seminte de porumb au fost calculati cu ajutorul formulei:

m e
o A

C;(%masa) = ——z+* 100 (6)
EE:;(F_[}

unde C; este cantitatea de compus i, m; este cantitatea de standard intern, A; si A; sunt ariile
picurilor i si j, iar Fj este factorul de raspuns corespunzator compusului i.

Calculul cantitativ al acizilor grasi

In vederea determindrii cantitative a acizilor grasi, am utilizat ca standard intern, dupa
derivatizare, 10 ug de acid undecaenoic (C11:1).

Calculul cantitativ al acizilor grasi s-a realizat utilizand urmatoarea formula:

ApfA;

Fe = i (7)
m,(ug) = m;(ug) = (8)

Fid;
unde: F; — factorii de raspuns calculati cu ajutorul standardelor de acizi grasi,
m;, m; — cantitatile corespunzatoare compusilor i, respectiv j;
A, Aj — ariile compusilor i, respectiv j.
Rezultate
Determinarea aminoacizilor din probele de seminte de porumb

Identificarea aminoacizilor din liniile consangvinizate de extracte de seminte de porumb
studiate s-a realizat utilizand biblioteca de spectre NIST. Astfel, au fost identificati 17
(saptesprezece) aminoacizi, conform tabelului 1.1:

12



Tabelul 1.1. Aminoacizii identificati in liniile consangvinizate de extracte de seminte de porumb.

Nr. crt. Componenta identificata Timpul de retinere
cromatografic (min)
1 Alanina (Ala) 10,56
2 Glicina (Gly) 11,28
3 Threonine (Thr) 11,92
4 Serina (Ser) 12,38
S Valina (Val) 12,72
6 Leucina (Leu) 13,94
7 Isoleucina (lle) 14,09
8 Gamma-aminobutyric acid (GABA) 15,27
9 Prolina (Pro) 16,01
10 Methionina (Met) 17,48
11 Acidul aspartic (Asp) 18,60
12 Phenylalanina (Phe) 18,70
13 Ornithina (Orn) 18,75
14 Tyrosina (Tyr) 19,75
15 Lysina (Lys) 19,98
16 Acid glutamic (Glu) 20,03
17 Histidina (His) 22,35

Cromatogramele de separare a aminoacizilor liberi din doua soiuri de seminte de porumb
din linii consanvinizate, 3.1 si 5.4. : (Ala: 10,56 min, Gly: 11,28 min, Ser: 12, 38 min, Val: 12,72
min, GABA: 15,27 min, Pro: 16,06 min, Met: 17,48 min, Asp: 18,6 min, Lys: 19,98 min, Glu:
20,03 min, His: 23,35 min), sunt prezentate in figura 1.2. Comparatia dintre totalul de aminoacizi
liberi este prezentata in fig. 1.3. Barele reprezinta totalul rezultatelor aminoacizilor liberi pentru
nucleele semintelor de porumb TC 209 (1.1), TC 316 (2.1), TC 243 (3.1), TB 367 (4.1), D 105
(5.1) si totalul rezultatelor aminoacizilor liberi pentru liniile consangvinizate din semintele de
porumb 1.2, 1.3, 1.4, 1.5, obtinute in experimentele TC 209 (1.1), cu tipurile citoplasmatice: 2
(CIT T 248), 3 (CIT TB 329), 4 (CIT TC 177) si 5 (CIT TC 221) si asa mai departe; 1.1 este
comparat cu semintele 1.2, 1.3, 1.4 si 1.5; 2.1 cu 2.2-2.5; 3.1 cu 3.2-3.5; 4,1 cu 4.2-4.5; 5.1 se
compara cu semintele 5.2- 5.5.
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Figura 1.2. Compararea variatiei aminoacizilor liberi din doua tipuri de seminte (linii
consangvinizate) de porumb, 3.1 si 5.4

Valorile cele mai mari pentru numarul total de aminoacizi liberi au fost obtinute pentru
linia consangvinizata 3 urmatd de 2, 4, 1 si 5.

-
Rezultat comparativ privind confinutul de aminoacizi liberi
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Figura 1.3. Comparatia dintre totalul de aminoacizi liberi din liniile consangvinizate

de porumb 1-5

14



Rezultatele valorilor aminoacizilor din liniile de seminte de porumb consangvinizate, in
Hg.g, pentru nucleul semintelor sunt prezentate in tabelul 1.2 si in fig. 1.4. pentru liniile de
seminte consangvinizate.

Tabelul 1.2. Valorile aminoacizilor liberi, in ug.g™, in nucleul semingelor
rf 1.1 2.1 3.1 4.1 5.1

Ala 94,36+18,16  40,23+8,30  112,17+16,51  207,05+27,04 64,66+9,88
Gly 53,56+3,34 17,15+0,73 64,09+10,88 110,56+10,85 38,53+6,56
Thr! 6,55+0,24 8,40+2,07 17,06+4,02 53,39+7,21 3,85+0,21
Ser 23,2+8,55 31,47+6,31 51,75+14,90 113,23+5,55 12,35+3,19
Val' 19,37+2,05 7,45+1,29 27,85%3,47 96,21+8,59 13,23+0,27
Leu' 7,53+0,93 3,29+0,73 12,86+2,04 72,80+14,28 9,10+0,12
lle! 7,54+1,08 3,65+0,72 13,85+0,54 48,14+1,04 6,75+0,81
Pro 100,84+12,57 140,50+24,25 569,22+93,61 1522,20+165,37 50,22+2,38
Met" 10,25+0,92 11,72+0,11 16,63+0,15 16,94+1,05 9,89+1,88
Asp  280,32+39,11 155,14+17,66 483,75+127,60 1642,84+260,53 261,27+73,59
o’ 15,47+2,84 14,88+3,19 40,46+1,63 102,62+13,95 8,05%+2,51
Phe 6,96+2,12 3,48+0,81 18,60+2,12 39,14+9,46 7,01+0,36
Lys'  113,10+1,53 142,06£30,20 149,33+44,05  845,47+87,43 64,77+7,48
Glu 72,47+4,29 30,55+1,59  202,87+56,70  305,95+63,99  75,74+21,68
Tyr 40,21+1,95 14,05+2,99 44,10+10,08 136,09+12,08 25,34+4,07

[N

His'  177,78+80,68 37,96+17,01 204,04+83,11 15,03#5,13  139,49+10,65
total 1293,29 713,44 2404,68 5798,44 933,87
EAA! 458,91 273,12 612,83 1496,88 326,84

Rezultatele indica faptul cd in experimentul dintre nucleul semintelor (3.1) cu tipurile
citoplasmatice 2,3,4, si 5, de exemplu, aminoacizii cei mai mari sunt prolina 885,12 — 1179,54
ng-g’ si acidul aspartic 840,07 — 1006,52 pg-g™. Valorile cele mai mari pe totalul de aminoacizi
liberi au fost obtinute pentru liniile consangvinizate 3.4, care rezultd din experimentul cu
citoplasma tipul 4.

Alti aminoacizi importanti din semintele de porumb au fost acidul gamma-aminobutiric,
acidul glutamic, lizina, alanina si histidina cu cantitati de 65,59 — 871,96 pg-g“l, 41,75 - 577,24
nggt, 23,89 — 507,42 pgg”, 36,72 352,11 pugg™t si 6,02 — 211,43 pg-g’. Valorile nucleului
seminta pentru prolind, acid aspartic si lizina au fost mult mai mari in esantionul 4.1 asa cum se
arata in tabelul 1.2., 1522,20 pg-g™, 1642,84 pg-g’ si 845,47 pg-g”. Cantitati mici de glicind
31,34 — 125,03 pg-g”, serina 11,85 — 89,81 pgg™, valina 6,30 — 76,21 pg-g™, ornitind 9,62 —
89,18 ug-g™, au fost determinate din linii consangvinizate de porumb.
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Nivelurile de tirozina 108,99 pg-g™, au fost mai mari decét izoleucina (< 45,67 pg-g?),
metionina (< 32,99 pg-g™), treonina (< 42,40 pg-g™) si leucina (< 36,73 pg - g7).

In rezultatele obtinute valorile Asp si Glu constituie suma valorilor acidului aspartic si
asparaginei, respectiv acidului glutamic si glutaminei, deoarece metoda de derivatizare schimba
glutamina si asparagina in acid glutamic si respectiv acid aspartic.
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Figura 1.4. Aminoacizii liberi din liniile de seminte consangvinizate de porumb
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Figura 1.5 prezinta o comparatie a aminoacizilor esentiali totali determinata in probele de
porumb (Ala, Thr, Val, Leu, Ile, Se, Met, Orn, Phe, Lys, His). In comparatie cu semintele nucleu
(1.1, 2.1, 3.1, 4.1, 51), cu un nivel ridicat de FAA esentiali (in seminte 4.1), liniile
consangvinizate 3.2, 3.3, 2.4, 3.4 si 3.5 prezenta cea mai mare concentratie.

Rezultatele sunt utile pentru alegerea de linii consangvine, cu trasdturi bune privind
calitatile nutritionale si functionale pentru dezvoltarea proceselor de selectare a germoplasmei de
elita.

4 Aminoacizi esentiali liberi din probele de seminte de porumb\

]III(

Probe /

ng/g

Figura 1.5. Aminoacizi esentiali liberi din probele de seminte de porumb. Notatia probelor de
josinsus:1:1.1,1.2,1.3,1.4,15;2:21,22,23,24,25;3:3.1,32,33,34,35;4:4.1,4.2,
4.3,4.4,4.55i5:5.1,52, 5.3, 54, 5.5; prima proba (culoare verde) din fiecare grup reprezinta

nucleul semintei de porumb iar celelalte 4 probe reprezinta liniile

Determinarea acizilor grasi

In urma analizei efectuate asupra celor 25 de probe de seminte de linii de porumb
consangvinizate, acizii grasi predominanti identificati au fost: C18:2, C18:1, C16:0, C18:0.

Metoda a fost validata prin injectarea unei solutii standard de acizi grasi, care a suferit
aceeasl procedurd de derivatizare. Ordinea de elutie a acizilor grasi este prezentatd in tabelul
1.3.

Tabelul 1.3. Acizi grasi identificati in liniile consangvinizate de extracte de seminte de porumb

Nr. crt. | Compus Rt(min)
1 C11:1 (undecenoic acid=SlI) 16,09

2 C16:1 (palmitoleic acid) 23,13

3 C16:0 (palmitic acid) 23,4

4 C18:2 (linoleic acid) 25,55

5 C18:1 (oleic acid) 25,6

6 C18:0 (stearic acid) 25,79

7 C20:1 (11-eicosenoic acid) 27,75
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Nr. crt. | Compus Rt(min)

8 C20:0 (eicosanoic acid, arachidic acid) 27,99
9 C22:0 (benenic acid) M=354 30,04
10 C24:0 (lignoceric acid) M=382 31,87

Acizii grasi saturati dominanti au fost: acidul palmitic, in proportie de 15,83-20,81%,
respectiv acidul stearic, 3,2—3,7%. Cel mai intalnit acid gras in probele de seminte de porumb a
fost acidul linoleic, un acid gras poli-nesaturat Omega-6, cu o prezenta de 45,06% — 62,34%,
urmat de acidul oleic, un acid gras mono-nesaturat (MUFA), cu valori variind intre 15,03% si
23,59%. Figura 1.6 prezinta acizii grasi saturati, iar figura 1.7 ilustreaza acizii grasi nesaturati,
identificati in liniile consangvinizate de porumb 1-5.
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Figura 1.6. Acizii grasi saturati din liniile consangvinizate de
seminte de porumb 1-5
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Figura 1.7. Acizii grasi nesaturati din liniile consangvinizate de
seminte de porumb 1-5

Barele negre din graficele de mai sus reprezinta rezultatele pentru nucleele semintelor de
porumb TC 209(1.1), TC 316(2.1), TC 243(3.1), TB 367(4.1), D 105(5.1), iar celelalte 4 bare
reprezintd rezultatele pentru liniile consangvinizate de seminte de porumb 1.2, 1.3, 1.4, 1.5,
obtinute in experimentele TC 209 (1.1), cu urmatoarele tipuri de citoplasma: 2 (CIT T 248), 3
(CIT TB 329), 4 (CIT TC 177) si 5 (CIT TC 221), s.a.m.d.; 1.1 este comparat cu 1.2, 1.3, 1.4 si
1.5; tipul 2.1 cu 2.2 - 2.5, 3.1 cu 3.2-3.5, 4.1 cu 4.2-4.5, respectiv 5.1 cu 5.2-5.5.
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Validarea metodei

Tn cadrul acestui studiu, am efectuat validarea metodei utilizand etaloane de aminoacizi.
Precizia obtinuta pentru R.S.D a prezentat valori mai mici decat 23% si acuratetea a fost mai
mica de 20% pentru etaloanele de aminoacizi continand 60 si respectiv 80 ug/ml. L.O.D. si
L.0.Q. ale proceduri analitice au variat de la 10 la 10 pg pl™.

Concluzii

Metoda de extractie si tehnica GC-MS s-au dovedit a fi adecvate pentru determinarea
aminoacizilor liberi (FAA) n linii consangvinizate de porumb. Valorile cele mai mari ale
aminoacizilor liberi determinate in semintele de porumb au fost pentru acidul aspartic si prolina,
urmat de lizina, alanina, acidul glutamic, histidind si gama-aminobutiric. FAA a determinat si
aratat diferente importante intre liniile consangvinizate de porumb studiate.

Acizii grasi saturati dominanti au fost acidul palmitic, respectiv acidul stearic. Cel mai
intalnit acid gras in probele de seminte de porumb a fost acidul linoleic, un acid gras poli-
nesaturat Omega-6, urmat de acidul oleic, un acid gras mono-nesaturat (MUFA). Concentratia de
acid oleic este puternic corelatd negativ cu cea a acidului linoleic, sugerdnd ca selectia
genotipului poate imbundtiti calitatile functionale si nutritionale ale acestor linii
consangvinizate.

Prin alegerea liniilor cu trasaturile cele mai bune, calitatea nutritivd si functionald a
semintelor de porumb poate fi imbunatatita.

2. Determinarea acizilor grasi in plasma si carne de pastrav prin GC-MS

Obiectivul studiului a fost acela de a dezvolta o metoda simpla si de incredere pentru a
compara acizii grasi in plasma si carne de pastrav [6].

Materiale si metode

Acizii grasi (FA) au fost determinati din probe de plasma si carne de pastrav. FA au fost
extrasi din 0,5 ml de plasma prin addugarea a 0,5 ml cloroform: metanol 2: 1 (v: v). Solutia a fost
agitata puternic timp de 30 s, la temperatura camerei. 1 g de carne pastrav a fost zdrobita cu 1 g
de nisip de cuart intr-un vas ceramic si omogenizat cu 5 ml apa distilata. Dupa o centrifugare de
5 minute, supernatantul a fost colectat si acizii grasi au fost extrasi utilizand acelasi solvent si
conditiile de extractie ca pentru plasma. Probele au fost centrifugate timp de 5 min (5800 rot /
min) si metanolul superior - faza apoasd a fost indepartatd. Faza de cloroform inferior care
contine acizii grasi extrasi se usuca intr-un curent de azot, la temperatura de 60 °C. Lipidele au
fost convertite In FAME corespunzatoare (acizi grasi metil esteri) prin esterificarea functiilor
carboxilice cu 200 pl metanol: acetil clorura de 4: 1 (v: v), 20 min, 80 °C. Derivatii s-au evaporat
la sec cu un curent de azot, la 60 °C, si apoi s-au dizolvat in 500 pl diclormetan. 10 pg de C11: 1
s-au adaugat la fiecare proba pentru determinare cantitativa prin GC-MS.

Aparaturd experimentald

Acizii grasi au fost separati si identificati cu ajutorul unui gaz cromatograf Trace GC
echipat cu o coloana capilara RTX-5MS (30 m x 0,25 mm 1.D., 0,25 pm grosime film) si cuplat
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la un spectrometru de masa cvadripolar Trace DSQ (Thermo Finnigan). Programul de
temperaturd pentru separarea FAME a fost: 50 °C timp de 2 min, in crestere cu o viteza de 8 °C /
min la 310 °C (8 minute). Heliul a fost folosit ca gaz purtator la un debit de 1 mi/min. 1 pl din
fiecare proba a fost injectat in GC-MS, folosind modul de divizare (10:1) utilizand autosamplerul
TriPlus. Sursa de ioni cu impact de electroni (EI) a lucrat la 70 eV. Au fost asigurate urmatoarele
conditii: temperatura liniei de transfer a fost stabilita la 250 °C, temperatura injectorului, la 200
°C si temperatura sursei de ioni, la 250 ° C. Curentul de emisie a fost 100 pA. Analiza calitativa
a fost efectuata iTn domeniul de mase 50-500 a.m.u.

Rezultate si discutii

Profilul acizilor grasi din peste de apa dulce este unic in varietatea si gradul de nesaturare
[8-14]. Rolul lor nutritiv este recunoscut, cei doi acizi grasi omega-3 principali, acidul
eicosapentaenoic si acidul docosahexaenoic, avand multiple efecte benefice asupra organismului
atat la copii, in faza de crestere, cat si la adulti. Astfel, administrarea acestor acizi grasi Omega-3
poate contribui la reducerea nivelului colesterolului, reglarea tensiunii arteriale, normalizarea
ritmului cardiac, scaderea riscul aparitiei cancerului la san [15],[16]. Este foarte mult studiata
variatia in functie de anotimp a acestor nutrienti [17-19]. Prin urmare, este esential sa existe o
metoda simpld si rapidd pentru caracterizarea calitativa si cantitativa a acizilor grasi mai putin
frecventi (lanturile lungi de acizi grasi polinesaturati). Sensibilitatea si selectivitatea metodei fac
GC-MS o metodd deosebit de utild pentru analiza FAME [7],[20]. Figura 2.1 prezinta
cromatograma de curent ionic total a unui amestec de acizi grasi din plasma de pastrav. FAME
au fost identificati folosind biblioteca de spectre NIST.
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Figura 2.1. Cromatograma TIC de separare a acizilor grasi din plasma de pastrav prin GC-MS

Tabelul 2.1. prezinta compozitia acizilor grasi (in % de masa din totalul de acizi grasi) In
plasma si carne de pastrav. Acizi grasi saturati reprezintd doar 25,61% (in plasma) si 31,04% (in
carne) din totalul de acizi grasi, acidul palmitic (C16: 0) avind cea mai mare concentratie.
Acidul stearic (C18: 0) este prezent proportii relativ mai mici (5,42% si 6,27%). Acizii grasi
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nesaturati (UFA) reprezintd mai mult de jumdtate din totalul acizilor grasi ce se gasesc in
probele de plasma si cele de carne (74,39% si 68,95%, respectiv). Majoritatea acizilor
mononesaturati (MUFA) au fost: C16: 1, C18: 1n-7, C18: 1 n-9, acid oleic (C18: 1n-9) fiind cel
mai abundent. Acidul linoleic (C18: 2 ®-6) reprezintd 19% (in plasma) si 11,3% (in carne), din
totalul UFA. PUFA ©-3 (suma EPA si DHA) reprezinta cca. 26% si respectiv 36,6%, din totalul
de acizi grasi gasiti in plasma de pastrdv si carne.

Tabelul 2.1. Concentratiile acizilor grasi (%) din plasma si carne de pastrav, n =5

Acizi grasi (%)
R; Plasma Carne
(min)

hexadecenoic acid (C16:1) 22,51 2,86 2,19

hexadecanoic acid (C16:0) 22,75 20,18 24,78

9,12 octadecadienoic acid (C18:2) 24,80 14,13 7,81
9-octadecenoic acid (C18:1) 24,87 27,79 18,91

octadecenoic acid (C18:1) 24,93 3,62 3,43

octadecanoic acid (C18:0) 25,13 5,42 6,27

5,8,11,14,17 eicosapentaenoic acid (C20:5)(EPA) 26,76 5,41 8,51
4,7,10,13,16,19 docosahexaenoic acid(C22:6)(DHA) 28,71 20,59 28,11
SFA 25,61 31,04

UFA 74,39 68,95

EPA 541 8,51

DHA 20,59 28,11

(Rt - timpul de retentie; SFA - acizi grasi saturati, UFA - acizi grasi nesaturati;
SFA =C16: 0+ C18: 0; UFA=C16: 1+ C18: 2+ 9-C18: 1 + C18: 1 + EPA + DHA)

Figura 2.2. arata proportia considerabila a acizilor grasi nesaturati (UFA) in comparatie
cu cel nesaturati (SFA), in plasma cat si in carne. Trebuie remarcat faptul cd ©-3 PUFA
reprezinta 53% din totalul UFA.
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Figura 2.2. Continutul de acizi grasi din probele de plasma si carne de pastrav.
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In plasma, raportul -3 / -6 a fost de 1,84, in timp ce in carne, 4,68. Raportul DHA
(22:6 ®-3) / EPA (20:5 ®-3) a fost de 3,8 in plasma si 3,3 din carne. Acest rezultat poate fi
explicat prin faptul cd EPA nu se giseste in cantitati mari in tesuturi, fiind utilizat rapid in
biosinteza DHA si eicosanoidelor.

Concluzii

Metoda GC-MS dezvoltata aici pentru determinarea acizilor grasi din probele de plasma
si carne de pastrav este simpla si potrivita pentru scopul urmarit [6],[21]. Parametrii de validare
obtinuti au fost buni.

Concentratia de PUFA din plasma si de carne de pastrav a fost mai mare decat cea a
celorlalti acizi grasi, in urmatoarea ordine: PUFA> MUFA> SFA. Rezultatele noastre dovedesc
ca pastravul este o sursa valoroasd de acizi grasi esentiali.

3. Compararea compozitiei de nutrienti din unele uleiuri vegetale
Obiectivul studiului

Scopul studiului a fost de a evalua si compara continutul de acizi grasi si ioni ai metalelor
prezente 1n diferite uleiuri vegetale. Valorile acizilor grasi obtinute au fost comparate cu cele din
carnea de pastrav. In acest sens, a fost elaboratd si validati o metoda de extractie, separare
cromatografica cu identificarea spectrelor specifice unor uleiuri vegetale, provenind din diverse
tipuri de seminte. Analiza cantitativa a acizilor grasi derivatizati sub forma de esteri metilici
(FAME - Fatty Acids Methyl Esters) s-a realizat prin tehnica GC / MS.

Studiul propune de asemenea o metodd simpla de determinare a continutului de ioni ai
metalelor (Na, Mg, K, Mn, Cd, Cu si Cr), utilizdnd spectrometru de masa cu plasma cuplata
inductiv ICP-MS.

Materiale si metode

Analiza acizilor grasi totali in unele uleiuri vegetale a fost realizata prin tehnica
spectrometriei de masa cuplate cu cromatografia de gaze (GC / MS). Acizii grasi au fost
derivatizati sub forma de ester metilic, separati prin GC si identificati prin tehnici MS. Unele
uleiuri vegetale utilizate ca suplimente alimentare, achizitionate de pe piata ecologica din
Romania si care provin din diferite tari europene, inclusiv Romania, au fost comparate in ceea ce
priveste compozitia in acizi grasi si ioni metalici. Probele de ulei studiate au fost din seminte de
in, mac, struguri, canepa, nuci, soia, dovleac, susan si masline.

Pentru a evalua continutul lor in acizi grasi a fost utilizat un spectrometru de masa
cuadrupolar Trace DSQ Thermo Finnigan cuplat cu un gaz cromatograf Trace GC. Probele de
ulei, derivatizate ca esteri metilici ai acizilor grasi (FAME), au fost separate pe o coloana
capilara RTX-5MS, 30 m x 0,25 mm, grosimea peliculei 0,25 pm. Programul de temperatura
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utilizat a fost: 50 °C, 2 min, 8 °C / min la 310 °C (10 min); gazul purtitor a fost heliu 6.0 la un
debit de 1 ml / min. Au fost urmate urmatoarele conditii: linia de transfer, temperatura de 250
°C, temperatura injectorului 250 °C; temperatura sursei de ioni 250 °C; Splitter: 10: 1; energia
electronilor a fost 70 eV si curentul de emisie, 100pA.

Derivatizarea si separarea au constat in urmatoarele etape [22]: probele de ulei vegetal
(20 pl) au fost transformate in esteri ai acizilor grasi metilici (FAME) pentru analiza GC, prin
esterificare cu 200 ul metanol: clorurd de acetil (4: 1 v/ v) timp de 20 min la 80 °C. Derivatii au
fost evaporati la sec intr-un curent de azot la 60 °C si apoi dizolvati in 500 pl diclormetan. 1 pl a
fost injectat in GC automat, cu autosampler-ul. Identificarea acizilor grasi a fost obtinuta prin
compararea acizilor grasi de metil esteri din spectrele de masa inregistrate in intervalul m/z 35-
500, folosind spectrele de masa ale etaloanelor FAME ale bibliotecii NIST.

Analiza elementara a continutului de metale a fost realizata prin spectrometrie de masa cu
plasma cuplata inductiv (ICP-MS). Au fost aplicate urmatoarele conditii de functionare: debitele
de gaz de nebulizare de 0,86 L min™; debitul de gaz auxiliar de 1,2 L min™; flux de gaz si plasma
de 15 L min™"; Tensiunea lentila de 7,25 V; putere 1100 W ICP RF; CeO / Ce = 0.027; raport
Ba""/Ba"=0,025.

In uleiurile vegetale investigate s-au gisit cantititi mari de acizi grasi nesaturati (UFA),
variind de la 71,49% (ulei de masline), pana la 89,51% (ulei din semintele de in). Secventa
acizilor grasi determinati in uleiuri a fost dupa cum urmeaza: masline (71,49%) < susan
(76,94%) < dovleac (78,16%) < soia (82,92%) < nuci (83,7%) < canepa (86,19%) < struguri
(87,61%) < mac (88,93%) < seminte de in (89,51%). Valorile sunt semnificativ mai mari decét in
cazul acizilor grasi nesaturati determinati din carnea de pastrdv, unde cea mai scazuta valoare
determinata este de 68,96%. (tabelul 3.1 si 3.2).

Tabelul 3.1. Esterii metilici ai acizilor grasi identificati in uleiurile vegetale

FAME In Mac Strugure Canepa Nuca
Cl6:1 0,06 0,39 0,15 0,27
C16:0 7,15 9,06 9,08 10,05 12,09
C18:2 18,34 71,93 63,10 58,35 59,32
C18:1 68,34 14,83 24,40 11,78 10,83
C18:3 - - - 16,06 9,46
C18:0 3,35 2,00 3,32 3,75 3,11
EPA 1,77 1,78 - - 3,85
C20:1 1 - - - -
C20:0 - - - - -
DHA - - - - -
C22:0 - - - - -
Tabelul 3.2. Esterii metilici ai acizilor gragi identificati in uleiurile vegetale, respectiv pdstrav
FAME Soia Dovleac Susan Masline Pastrav
Cl6:1 - 0,52 0,61 2,09 2,19
C16:0 12,40 17,18 15,62 22,70 24,80
C18:2 54,31 57,42 42,23 3,32 7,81
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FAME Soia Dovleac Susan Masline Pastrav
Ci18:1 27,98 20,22 32,54 65,20 22,30
C18:3 - - - - -
C18:0 3,89 4,65 5,48 4,43 6,27

EPA - - 0,65 - 8,51
C20:1 - - 0,91 0,87 -
C20:0 0,38 - 0,89 1,35 -
DHA 0,63 - - - 28,10
C22:0 0,42 - 1,08 -

Raporturile UFA /SFA au variat de la 2,51 (seminte de masline), pana la 8,52 (seminte de
in), si au inregistrat variatii similare ca UFA. In cazul carnii de pastrav raportul a fost de 2,22

(Fig. 3.1.).
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Figura 3.1. Comparatia raportului UFA / SFA in probele studiate

Concentratiile acizilor grasi polinesaturati (PUFA), determinate in uleiurile vegetale
studiate, au variat in urmadtoarea ordine: masline (3,32%) < seminte de in (20,11%) < susan
(42,88%) < soia (54,94%) < dovleac (57,42%) < struguri (63,11%) < nuci (72,6%) < mac
(73,71%) < canepa (74,41%).

Valoarea PUFA din carne de pastrav a fost de 44,43%. Cu exceptia uleiului de in, aceste
niveluri sunt comparabile cu cele ale uleiurilor vegetale PUFA bogate, cum ar fi seminte de
uleiuri de struguri (65,40%), floarea soarelui (66,00%), seminte de ardei iute (67,80%), Perilla
(69,90%), seminte de in (71,80% ), semintele de coacaze negre (75,30%), sofranel (77,30%) si
semintele de canepa (79,10%).

Acidul lenoleic (C18:2) a avut cea mai mare valoare in toate uleiurile vegetale studiate,

cu exceptia uleiurilor din seminte de in si de masline iar acidul oleic (C18:1) a fost cel mai
important.

Acid linolenic (C18:3) a fost prezent numai in canepa (16,06%) si nuci (9,46%).
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Acizii grasi DHA sunt cei mai mari in carne de pastrav si nu se gasesc in uleiurile
vegetale, dar EPA, de 8,51% in carne de peste, a aratat o valoare scazuta 1n uleiuri vegetale, de
3,85% in nuci, 1,78% 1n mac si seminte de in si 0,65% in ulei de susan.

Raporturile de PUFA / SFA, au variat de la 0,12 (de masline) pana la 6,66 (seminte de
mac), si au fost gasite In urmatoarea ordine: masline < susan < seminte de in < dovleac < soia <
nuci < struguri < canepa < mac.

Validarea metodei

Metoda a fost validatd utilizdnd acizi grasi etalon. S-au obtinut parametri de validare
buni. Coeficientii de corelatiec pentru compusii individuali calculati pentru liniaritate au fost
cupringi intre 0,982-0,983. Precizia a dat pentru deviatia standard relativa (R.S.D.) valori mai
mici de 10% pentru acizii grasi importantanti intre 2,2-8,9%. Rezultatele analitice raportate
pentru concentratiile acizilor grasi analizati reprezinta media a doud masuratori distincte.

Concluzii

Metoda GC-MS dezvoltatd pentru determinarea acizilor grasi din diferite uleiuri vegetale
extrase din seminte s-a dovedit a fi bine aleasa. Parametrii de validare ai metodei de analiza
cantitative au fost buni. Concentratia acizilor grasi polinesaturati (PUFA) determinatd in uleiurile
vegetale a fost mai mare decat cea de acizi grasi saturati (SFA), in ordinea : PUFA > MUFA >
SFA. Rezultatele noastre au demonstrat ca uleiurile vegetale extrase din semintele analizate
reprezintd o sursa valoroasa de acizi grasi esentiali.

Determinarea comparativd a FAME 1in uleiurile vegetale studiate, realizata prin metoda
GC-MS, a aratat rezultate interesante: valorile UFA determinate din uleiurile vegetale au depasit
valorile UFA din carnea de pastrav, in plus, valorile PUFA determinate din majoritatea uleiurilor
vegetale au fost mai mari comparativ cu cea determinatd din carnea de pastrav (cu exceptia
uleiului de masline, de in si susan).

Metoda utilizatd s-a dovedit corespunzatoare pentru analizele cantitatilor reduse de probe
alimentare, rezultatele obtinute putind fi utilizate in diferite scopuri: controlul calitatii
alimentelor, controlul procesarii alimentelor, clasificare nutritiva, controlul dietei si studii
metabolice.

4. Analiza comparativi a continutului de acizi grasi si metale din extracte
de seminte

Obiectivul studiului

Scopul acestui studiu a constat in identificarea si analiza continutului de acizi grasi,
precum si determinarea mineralelor si a metalelor din probe de seminte provenind de la o
varietate de plante. Astfel, pentru determinarea calitativa si cantitativd a acizilor grasi au fost
luate in considerare seminte selectionate provenind de la o serie de specii de plante achizitionate
de pe piata romaneasca. S-a utilizat cromatografia de gaze cuplatd cu spectrometria de masa
(GC-MS), o tehnica moderna ce s-a dovedit deosebit de utila pentru realizarea scopului stabilit.

Deoarece determinarea substantelor minerale din alimentatie prezintd un interes
important, unele metale, cum ar fi fierul, magneziul, zincul si cuprul fiind considerate
micronutrienti esentiali, in cadrul studiului am dezvoltat o metoda de analizd calitativa si

25



cantitativa a acestora, pornind de la tehnica spectrometriei de masa cu plasma cuplata inductiv
(ICP-MS). Unele minerale (Ca, Na, Mg, K, Zn) au fost determinate din probele de seminte prin
spectrometrie de absorbtie atomica cu flacara, utilizand un instrument Analytik Jena, ContrAA
700, 1n flacara de amestec acetilena-aer.

Materiale si metode —etapa experimentala

Probele studiate au fost seminte de in, mac, struguri, canepd, nucd, dovleac, susan,
pepene verde si chia.

Analiza acizilor grasi din componenta semintelor analizate a fost realizata prin tehnica
spectrometriei de masad cuplate cu cromatografia de gaze (GC / MS). Acizii grasi au fost
derivatizati sub forma de ester metilic, separati prin GC si identificati prin tehnici MS [23],[24].

200 mg din fiecare tip de proba, constand in seminte ale plantelor mentionate mai sus au
fost zdrobite si apoi extrase folosind 0,6 ml NaCl si 0,8 ml metanol, trecute printr-0 baie de
ultrasunete pentru 1 minut, apoi amestecate cu 0,8 ml cloroform timp de 2 minute, solutia
obtinuta fiind centrifugatd 3 minute la 5800 rpm. Stratul inferior a fost colectat si extractia a fost
repetatd cu 0,4 ml de cloroform. Extractul obtinut a fost uscat, acizii grasi fiind convertiti in
esteri metilici (FAME) prin esterificarea functiilor carboxilice, adaugandu-se in final 10 pl de
C11:1 (acid undecaenoic) ca standard intern.

Pentru a evalua continutul probelor de seminte in acizi grasi a fost utilizat un
spectrometru de masa cuadrupolar Trace DSQ ThermoFinnigan, cuplat cu un gaz cromatograf
Trace GC. Separarea esterilor metilici ai acizilor grasi s-a realizat utilizand o coloana capilara
RTX-5MS (30 m x 0,25 mm, grosimea peliculei 0,25 um). Fiecare proba a fost extrasa in dublu
exemplar.

In vederea determindrii continutului de substante minerale (metale si oligoelemente), s-a
utilizat tehnica spectrometriei de masd cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS). Esantioanele de
seminte au fost uscate, omogenizate si apoi trecute printr-o sitd 20 mesh, in scopul obtinerii unor
particule extrem de fine. Metoda de digestie cu microunde a fost optimizata, utilizandu-se un
sistem Mars 5 Microwave. Digestia probelor a fost efectuatd dupa un program prezentat in
tabelul 4.1. Aceste solutii au fost apoi analizate prin tehnica ICP-MS dupa dilutia
corespunzatoare, folosind o calibrare standard externa.

In vederea trasarii curbei de calibrare pentru analiza cantitativa s-a utilizat o solutie ICP
Multi Element Standard Solution XXI CertiPUR de inaltd puritate, produsd de Merck Germania.

Unele minerale (Ca, Na, Mg, K, Zn) au fost determinate din probele de seminte prin
spectrometrie de absorbtie atomica cu flacard, utilizand un instrument Analytik Jena, ContrAA
700, in flacara de amestec acetilend-aer. Solutiile standard cu concentratie de 1000 mg-1-1,
pentru fiecare mineral in parte (Ca, Na, Mg, K, Zn) au fost obtinute prin dilutie cu solutie de acid
azotic 1% (v/v).

26



Tabelul 4.1. Programul utilizat pentru digestia probelor, in vederea extractiei.

Etapa Putere Rampa de Presiune  Temperatura Timp
Nivel % timp (psi) (C) programat
(min) (min)
1. 800 100 15 800 200 20
2. 15 min-racire

Rezultate si discutii

Cromatograma de separare a esterilor metilici ai acizilor grasi identificati in semintele de
in este prezentata in figura 4.1. FAME au fost identificati folosind biblioteca de spectre NIST.
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Figura 4.1. Cromatograma de separare in seminte de in FAME

Metoda aplicatd a permis identificarea si evaluarea concentratiilor unui numar important
de acizi grasi, prezenti in extractele de seminte analizate, astfel: acizi grasi nesaturati (acid
palmitoleic C16:1, acid oleic C18:1, acid linoleic C18:2, acid a-linolenic C18:3), respectiv acizi
grasi saturati (acid palmitic C16:0, acid stearic C18:0, acid arachidic — eicosanoic C20:0, acid
behenic C22:0, acid lignoceric C24:0). Analiza compozitiei acestora a evidentiat prezenta in
medie de 14 % a acizilor grasi mononesaturati (MUFA), 16% a acizilor grasi saturati (SFA),
precum si o medie de 70% pentru acizii grasi polinesaturati (PUFA).

Din categoria acizilor grasi polinesaturati (PUFA), se remarca prin concentratia
semnificativ ridicata acidul linoleic (C18:2 — LA), omega-6 si acidul a-linolenic (C18:3 — ALA),
omega-3, considerati acizi grasi esentiali.

Concentratia continutului total de acizi grasi saturati a variat intre valoarea de 11,13% (la

semintele de strugure si dovleac) si 28,22% (semintele de pepene verde).

Raportul acizi grasi nesaturati/acizi grasi saturati (UFA/SFA), pentru semintele analizate,
a prezentat urmatoarele valori: 7,99% la semintele de strugure si dovleac, 6,92% la nuca, 5,81%
la chia, 5,57% la semintele de mac, 5,21% la canepd, urmate de in (4,54%), susan (4,02%) si
pepene verde (2,64%).
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Acidul alfa-linolenic (ALA), componenta principala a acidului Omega 3, joaca un rol
important Tn prevenirea bolilor cardiovasculare. ALA contribuie la protejarea vaselor sanguine
impotriva distrugerilor provocate de procesele inflamatorii. in cazul consumului semintelor de
in, de exemplu, s-a constat cresterea concentratiei altor doi acizi grasi in fluxul sanguin: acidul
eicosapentaenoic (ETA) si acidul docosapentaenoic (DPA), acizi a caror prezentd contribuie de
asemenea la protectia anti-inflamatorie [12], [25-26].

Continutul in Omega-6 (C18:2 acid linoleic — LA) prezintd urmatoarele concentratii, in
ordine descrescatoare a valorii acestora: mac, strugure, nucd, canepd, dovleac, pepene verde,
susan, in si chia.

In ceea ce priveste continutul in Omega-3 (C18:3 acid alfa-linolenic - ALA), valorile
determinate din semintele analizate, in ordine descrescatoare, sunt urmadtoarele: chia, in,
strugure, canepa, nucd, dovleac, pepene verde, mac, lipsind complet in cazul susanului.

Valorile determinate pentru acizii grasi, in mg/g, variaza de la 169,7 in cazul semintelor
de chia, la 133,4, in cazul macului, 98,6 (susan), 53,95 (nuca), 43,98 (dovleac), 27,41 (canepa),
19,0 (strugure), respectiv 9,02, in cazul pepenelui verde.

Prin metoda elaborata pornind de la tehnica spectrometriei de masd cu plasma cuplata
inductiv (ICP-MS), am urmarit determinarea continutului de oligoelemente (substante cu
structurd simpla, cu rol in procesele biologice ale organismelor) pentru cobalt (Co), crom (Cr),
nichel (Ni), arsenic (As), mercur (Hg), plumb (Pb), cadmiu (Cd), seleniu (Se) si cupru (Cu)., in
extractele ontinute din probele de seminte analizate (fig. 4.2).
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Figura 4.2. Concentratii ale metalelor determinate in probele de seminte analizate, (1g/Q).
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Metalele grele identificate cu cea mai mare concentratie, in probele de seminte analizate,
sunt: Cu, Ni, Cr si Se. Plumbul nu a depasit valorile maxime recomandate, in timp ce cadmiul a
depasit aceste valori doar in semintele de mac.

Toate mineralele identificate in probele din seminte au fost prezente in cantitati ridicate
(fig. 4.3), cea mai mare valoare a concentratiei fiind cea de Ca, determinata in semintele de
strugure si mac, In timp ce 1n susan si chia este prezent in concentratii reduse. Magneziul a
prezentat valori ridicate pentru toate semintele analizate, cea mai mare concentratie
Tnregistrandu-se in semintele de canepa [24].
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Figura 4.3. Valorile concentratiilor principalelor minerale identificate in probele de seminte
analizate

Validarea rezultatelor

Pentru validarea metodei de analiza au fost utilizate standarde de acizi grasi. Metoda GC-
MS aplicata a prezentat parametrii de validare superiori. Precizia metodei este caracterizata prin
valori ale abaterii standard relative (R.S.D.) mai mici de 10% pentru acizii grasi importanti
determinati. Valoarea pentru parametrul de recuperare a fost 83,3%.

Acuratetea (exprimatd ca bias — eroare de masurare) si precizia (exprimatd ca deviatie
standard relativa) pentru tehnicile ICP-MS utilizate au fost determinate prin analiza materialelor
de referinta certificate CRM-NCS ZC85006 Tomato (China National Analysis Center for Iron
and Steel, Beijing, China). Precizia a fost obtinutd prin compararea concentratiei masurate cu
valorile materialului certificat si a fost exprimatd ca procentaj al randamentului de recuperare R.
Rezultatele obtinute au indicat plasarea concentratiilor de elemente determinate prin metoda
ICP-MS in intervalul de incredere de 95%, deviatia standard relativa fiind mai mica de 10%
pentru toate metalele determinate.

Concluzii

Metoda de analiza utilizand cuplajul cromatograf de gaze — spectrometru de masa s-a
dovedit a fi o metoda simpla, rapida si eficientd. Valorile concentratiilor acizilor grasi poli-
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nesaturati (PUFA) determinati in semintele analizate au fost mai mari decat ale acizilor grasi
saturati, confirmand valoarea lor nutritiva beneficd pentru sanatate.

Semintele analizate au prezentat valori ridicate pentru mineralele identificate, calciul (Ca)
regasindu-se In cea mai mare concentratie in semintele de mac si de strugure.

Concentratiile metalelor grele au respectat valorile recomandate, cu exceptia cadmiului
(Cd), in cazul semintelor de mac, demonstrand importanta monitorizarii si controlului acestora in
alimentatie. Semintele de chia si de in, prin concentratiile ridicate de acid linolenic Omega-3, au
demonstrat o importanta valoare nutritiva.
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CONCLUZII GENERALE

In urma rezultatelor experimentale obtinute in cadrul studiilor efectuate pe parcursul
stagiului de doctorat, putem formula urmatoarele concluzii:

v In prezent, se remarci un interes tot mai ridicat in ceea ce priveste calititile nutritive ale
produselor alimentare, datorita influentei acestora asupra sanatatii umane. Una dintre
cauzele principale de aparitie a bolilor cardiovasculare si a cancerului este constituitd de
continutul dietei noastre, de alegerile alimentare incorecte. Din acest considerent,
cercetarile stiintifice cu privire la optimizarea continutului de micronutrienti in produsele
alimentare, precum si cererea tot mai mare de alimente sdndtoase, impun necesitatea
identificarii de metode analitice simple si eficiente.

v' GC-MS reprezinta o tehnica utilizata pe scara larga pentru identificarea si analiza acizilor
grasi, in urma derivatizarii acestora in esteri metilici ai acizilor grasi (FAME), cu aplicatii
multiple in analiza calitatilor nutritionale ale uleiurilor vegetale, ale diverselor extracte
din plante si seminte, etc.

v' In cadrul cercetirilor, am dezvoltat o metodi de analizi calitativd si cantitativi a
continutului de aminoacizi si acizi grasi din 25 de probe de seminte de porumb. In acest
sens, am analizat mai multe linii consangvinizate de seminte de porumb, in vederea
sporirii productivitatii productiei si dezvoltarii unor specii de hibrizi rezistenti la diferite
conditii de mediu, cu valoare nutritiva ridicatd si randament crescut. Separarea si
identificarea aminoacizilor si a acizilor grasi s-a realizat prin metoda GC-MS cu dilutie
izotopica. In vederea validarii metodei, s-au utilizat etaloane de aminoacizi. Precizia a
fost buna, R.S.D. dand valori mai mici decat 23% si acuratetea a fost mai mica de 20%
pentru etaloanele de aminoacizi continand 60 si respectiv 80 pg/ml.

v Metoda de extractie si tehnica GC-MS s-au dovedit a fi adecvate pentru determinarea
aminoacizilor liberi (FAA) in linii consangvinizate de porumb. Valorile cele mai mari ale
aminoacizilor liberi determinate Tn semintele de porumb au fost pentru acidul aspartic si
prolina, urmat de lizina, alanina, acidul glutamic, histidina si gama-aminobutiric. FAA a
determinat si ardtat diferente importante intre liniile consangvinizate de porumb studiate.
Prin alegerea liniilor cu trasaturile cele mai bune, calitatea nutritiva si functionald a
semintelor de porumb poate fi imbunatitita.

v Am elaborat 0 metoda de determinare calitativa si cantitativa a continutului de acizi grasi
din plasma si carne de pastrdv. A fost optimizatdi metoda de extractie, separare
cromatografica si identificare de spectre a acizilor grasi din plasma de pastrav. Acizii
grasi au fost separati si identificati prin GC-MS. Metoda a fost validata utilizand acizii
grasi etalon de 20 pg / ml si 60 pg / ml. Limita de detectie (LOD) a fost 1ng si precizia si
acuratetea au dat valori mai mici de 20%. Acizi grasi saturati identificati au reprezentat
doar 25,61% (in plasmad) si 31,04% (in carne) din totalul de acizi grasi, acidul palmitic
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(C16:0) avand cea mai mare concentratie. Acizii grasi nesaturati (UFA) au reprezentat
mai mult de jumatate din totalul acizilor grasi ce se gasesc in probele de plasma si cele
de carne (74,39% si respectiv 68,95%). Concentratia de PUFA din plasma si de carne de
pastrav a fost mai mare decat cea a celorlalti acizi grasi, in urmatoarea ordine: PUFA >
MUFA > SFA. Valorile ridicate ale MUFA 1in plasma de peste demonstreaza inaltele
calitati nutritive ale acestui tip de carne.

Au fost elaborate metode de extractie, separare cromatografica identificare si analiza
cantitativd a acizilor grasi din uleiuri vegetale (obtinute din in, mac, struguri, canepa,
nuci, soia, dovleac, susan si masline) si analiza comparativa a valorilor acizilor grasi
metilati determinati din plasma de peste (FAME) si a altor nutrienti. Uleiurile vegetale
utilizate ca suplimente alimentare, achizitionate de pe piata ecologica din Romania au
fost comparate in ceea ce priveste compozitia In acizi grasi si ioni metalici. Analiza
elementara a continutului de metale a fost realizatd prin spectrometrie de masa cuplata
inductiv cu plasma, (ICP -MS). Metoda a fost validata prin utilizarea de probe etalon de
acizi grasi. Concentratia acizilor grasi polinesaturati (PUFA) determinatd in uleiurile
vegetale a fost mai mare decat cea de acizi grasi saturati (SFA), in ordinea: PUFA >
MUFA > SFA. Rezultatele noastre au demonstrat ca uleiurile sunt o sursa valoroasa de
acizi grasi esentiali. Determinarea comparativi a FAME 1n uleiurile vegetale studiate a
aratat rezultate interesante: valorile UFA determinate din uleiurile vegetale au depasit
valorile UFA din carnea de pastrav, in plus, valorile PUFA determinate din majoritatea
uleiurilor vegetale au fost mai mari comparativ cu cea determinata din carnea de pastrav
(cu exceptia uleiului de masline, de in si susan).

S-a dezvoltat o metoda de determinare a continutului de acizi grasi, respectiv de minerale
si oligoelemente, prezente in probe de seminte apartindnd diferitelor specii (seminte de
in, mac, struguri, canepa, nuca, dovleac, susan, pepene verde si chia). Analiza acizilor
grasi din componenta semintelor analizate a fost realizatd prin tehnica spectrometriei de
masa cuplate cu cromatografia de gaze (GC / MS). Acizii grasi au fost derivatizati sub
formd de ester metilic, separati prin GC si identificati prin tehnici MS. In vederea
determinarii continutului de metale, minerale si oligoelemente, s-a utilizat tehnica
spectrometriei de masa cu plasma cuplata inductiv (ICP-MS). Unele minerale (Ca, Na,
Mg, K, Zn) au fost determinate din probele de seminte prin spectrometrie de absorbtie
atomica cu flacard, utilizind un instrument Analytik Jena, ContrAA 700, in flacara de
amestec acetilena-aer. Metoda GC-MS s-a dovedit a fi o metoda simpla, rapida si
eficientd. Valorile concentratiilor acizilor grasi poli-nesaturati (PUFA) determinati in
semintele analizate au fost mai mari decat ale acizilor grasi saturati, confirmand valoarea
lor nutritivd benefica pentru sandtate. Semintele analizate au prezentat valori ridicate
pentru mineralele identificate, calciul (Ca) regasindu-se in cea mai mare concentratie in
semintele de mac si de strugure. Concentratiile metalelor grele au respectat valorile
recomandate, cu exceptia cadmiului (Cd), in cazul semintelor de mac, demonstrand
importanta monitorizarii si controlului acestora in alimentatie. Semintele de chia si de in,
prin concentratiile ridicate de acid linolenic Omega-3, au demonstrat 0 mare importanta
nutritiva.

Tehnicile ICP-MS si GC/MS sunt tehnici fizice performante de analiza cantitativa la

ege e,
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Rezultatele cercetdrilor au fost diseminate in cadrul a 9 lucrari stiintifice, publicate in
reviste de specialitate indexate ISI si/sau BDI, respectiv sustinute la sesiuni si manifestari
stiintifice cu caracter national sau international, atat In tard, cat si in straindtate (22 participari).
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