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Prefata

Prezenta carte abordeazd un domeniu de interes, atit sub aspect fundamental cat si apli-
cativ si anume, aplicatii ale tehnicii GC-MS in studiul unor compusi de interes biologic,
benefici pentru sandtatea umand. Astfel, aceastd carte poate fi de un real interes atat
pentru studentii, masteranzii si doctoranzii unor discipline cum ar fi: fizicd, chimie, sti-
inta alimentelor, dar si pentru publicul larg prin continutul de informatii nutritionale de
actualitate pentru care existd in acest moment o preocupare tot mai largd din partea con-
sumatorilor.

Astfel, primele trei capitole contin consideratii teoretice referitoare la familiarizarea
cititorului cu notiunile generale ale spectrometriei de masa si anume: principiul de baza
al cromatografiei de gaze, prezentarea a trei dintre cele mai utilizate tipuri de detectori
in cromatografia de gaze (detectorul cu ionizare in flacird, detectorul termoionic si de-
tectorul cu capturd de electroni) si respectiv, cuplajul GC-MS. Nu in ultimul rdnd, acest
capitol prezintd si notiuni teoretice legate de validarea metodelor analitice si stabilirea
parametrilor de performanta ai acestora.

Partea a doua contine rezultate originale obtinute de autoare in cursul perioadei
doctorale. Astfel, este descrisd dezvoltarea si validarea unei metode de analizd a ami-
noacizilor si a acizilor grasi din vinuri, prin GC-MS cu dilutie izotopicd. Metoda astfel
dezvoltatd a fost ulterior aplicatd in cadrul unui studiu ce a avut ca principal scop com-
pararea a sase vinuri albe din podgoria Blaj, in ceea ce priveste caracteristicile acestora
si aminoacizii liberi. O alta metodd a cérei dezvoltare si validare este prezentatd in de-
taliu este cea de analizd a aminoacizilor din seminte, prin GC-MS cu dilutie izotopica,
alaturi de compararea continutului de aminoacizi precum si a activitdtii antioxidante
a unor seminte (in, mac, struguri, cinepa, nuci, dovleac, susan, pepene verde, chia, po-
rumb, migdale si alune), utilizate ca suplimente alimentare. Pentru aminoacizii esenti-
ali s-au obtinut valori semnificative in cazul semintelor de pepene verde (datoritd con-
tinutului ridicat al histidinei) urmata de canepd, dovleac, migdale, mac si seminte de
struguri. Cea mai mare activitate antioxidanta s-a dovedit a 0 avea semintele de struguri,
de nuci si de cinepd.

Un alt subiect de interes tratat in cadrul acestei car si este reprezentat de diferentierea
unor plante aromatice, achizitionate din Roméania (folosite adesea ca ceai sau condi-
mente), din punctul de vedere al aminoacizilor prezenti in aceste plante. Colateral s-a de-

terminat si comparat continutul de substante volatile si activitatea antioxidantd in plante
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medicinale: chimen, busuioc, soc, pdpiadie, tdtdneasd, ghimbir, pdducel, 1dmaits, rosto-
pascd, cimbri or, artemisia, menta, curry, salvie, rozmarin, urzica.

Ultimul capitol al prezentei lucriri evidentiazi eficacitatea aplicirii metodelor che-
mometrice in optimizarea diagnostigdrii, pe baza analizelor de sange. In acest scop, me-
todele statistice utilizate au fost Analiza Cluster (CA) si Analiza Componentilor Princi-
pali (PCA). Metodele statistice au fost aplicate, in cadrul acestui studiu, pentru a
diferentia pacientii (cazurile) in functie de sex, varstd si diagnostic. Corelatiile obtinute
intre enzimele transaminazice, uree si VSH, Ca, Mg, acid uric, creatinind confirma faptul
cd, analizele clinice combinate cu metodele chemometrice sunt utile in interpretari le-
gate de diagnosticare si tratament.

Lucrarea este redactatd ingrijit, atat sub aspectul limbajului cat si al graficii utilizate,
prezentand logic si placut att partea de consideratii teoretice cat si cea de rezultate ori-
ginale. De remarcat este si faptul cd, la realizarea acestei lucrdri s-a utilizat un amplu si
relevant material bibliografic.

Experimentele prezentate s-au desfdsurat in Laboratorul de Gaz Cromatografie si
Spectrometrie de Masd din cadrul departamentului de Fizica Biomedicald al Facultitii
de Fizicd de la Universitatea Babes Bolyai din Cluj-Napoca.

CSIDr. Dana Alina Magdas
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Capitolul I
Spectrometria de masa

1.1. Notiuni generale

Spectrometria de masa (MS) este azi una din cele mai utilizate tehnici in analiza canti-
tativd. Specificitatea, selectivitatea si limita de detectie sunt caracteristicile importante
inegalabile, care alaturi de dezvoltarea deosebitd din domeniu, fac ca aceastd tehnicd sa
se aplice in fizica atomic4, fizicd si cinetica reactiilor, geocronologie, in toate domeniile
analitice [6], [1].

in ultimele decenii, dezvoltarea metodelor de ionizare, noile analizoare capabile sa
creascd specificitatea prin spectrometrie tandem (MS/MS), mdsuratori de masa exacta,
aldturi de GC-MS, au condus la cercetdri interesante in domenii interdisciplinare, chi-
mie, mediu, controlul alimentelor, biologie si medicind. Aplicatiile importante sunt in
domeniile biologiei si medicinii. Relevanta deosebitd a metodei MS cantitative este data
de importanta pe care o are in domeniul cercetdrii pentru sdndtate.

Incepand cu studiile Iui J.J. Thomson (1912), s-a continuat cu revolutionarea studiilor
volatilelor la aparitia cuplajului (1958) cromatograf de gaze — spectrometru de masa (GC-
MS) si a urmat apoi revolutionarea in studiul nevolatilelor (1980) ca peptide, oligozaha-
ride, fosfolipide, acizi biliari. Prin descoperirea noilor tehnici de ionizare electrospray,
desorbtiei laser asistatd de matrice (MALDI), compusii cu masa moleculard de sute de
mii de daltoni, ca polimerii sintetici, proteinele, glicanii (polizaharide), polinucleotidele,
au putut fi analizati prin spectrometrie de masa.

Spectrometria de masd tandem si cuplatd cu alte tehnici de separare cum sunt cro-
matografia de lichide de inalta performantd (HPLC) sau electroforeza capilard (EC), dau
posibilitatea obtinerii de informatii despre amestecuri naturale sau sintetice.

Spectrometria de masd utilizeazd diferenta intre rapoartele masa-pe-sarcind (m/z) ale
atomilor sau moleculelor ionizate pentru a le separa. Ca atare, spectrometria de masa
este utilizatd pentru determinarea cantitativa a atomilor sau moleculelor si de asemenea
pentru determindri structurale complexe ale componentilor de interes. Moleculele au céi
de fragmentare distincte care dau informatii structurale pentru identificarea compo-
nentilor. Analizorii cei mai utilizati sunt cei care folosesc cAmp electric sau magnetic
pentru a aplica o forta asupra particulelor incércate (ioni). Relatia dintre fortd, masd si
campul aplicat se poate rezuma la aplicarea legii a doua a lui Newton si a fortei Lorentz:
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F=mxa (legea a doua a lui Newton) (1.1)

F =e(E + b x B) (legea fortei Lorentz) (1.2)

unde:

N

F=forta aplicata ionului,
m = masa ionului,

- .

a= acceleratia,

e = sarcina ionului,

IR
E= campul electric

[N

v X B= vectorul produs de viteza ionului si cAmpul magnetic aplicat

Din legea a doua a lui Newton se vede ca forta cauzeazd o acceleratie dependentd de
masd, iar legea fortei Lorentz ne spune cd forta aplicati este de asemenea dependentd de
sarcina ionului. Asadar, spectrometrele de masd separd ioni in functie de raportul masa-
pe-sarcind (m/z) si nu doar in functie de masa [1].

In timp ce radicalii si moleculele neutre sau incircate negativ sunt eliminate de pom-
pele de vid, ionii pozitivi sunt accelerati de o diferentd de potential V' citre analizor. Acest
lucru se realizeazd prin punerea sursei de ioni la un potential ridicat (3kV) si mentinerea
restului aparatului la potential zero. Energia potentiald a unui ion de sarcini e, eV, va fi
egald cu energia cineticd a ionului dupd accelerare.

2
eV = % (1.3)

unde m, e si v reprezintd masa, sarcina si respectiv viteza ionului (uzual de ordinul a 100
km/s).

In cazul spectrometrului de masi cu analizor magnetic, deflexia in cAmp magnetic a
maselor incércate este datd de marimea tensiunii de accelerare (V) si a cAmpului mag-
netic (B).

evB = mv?fr sau mv = eBr (1.4)

In camp magnetic, asupra ionului in miscare actioneaza o forta centripeta (forta Lo-
rentz) F = evB, care este contrabalansatd de forta centrifuga mv3sr.

Calculand avem muv? = 2eV, v? = 2eV/m care inlocuit in m?v? = e2B%r? di relatia
(1.5).

Pentru a focaliza un ion la detector trebuie satisfacutd ecuatia generald (care rezultd
din ecuatiile de mai sus)

BZ 2
% - 21: ’ .5)
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2 _ 2mV
B2e’

(1.6)

Spectrometria de masa este una dintre cele mai importante metode fizice de analiza.
Ea se bazeazd pe ionizarea si fragmentarea moleculelor, ca urmare a unei acumuldri de
energie ce provoaca ruperea legiturilor interatomice. Fragmentele care se formeaza (io-
nii) sunt accelerate in interiorul unui cdmp care le separd in functie de raportul lor m/z
(masa/sarcina electricd). Ionii astfel separati ajung la detector unde sunt transformati in
semnale electrice proportionale cu numadrul de ioni, permitdnd inregistrarea spectrului
de masd caracteristic fiecdrei substante organice.

Spectrometria de masd este o metodd care permite obtinerea ionilor, separarea acestora
in functie de raportul dintre masa si sarcind (m/z), inregistrarea lor, obtinandu-se spectrele
de masd ale unor molecule complexe. Aplicatiile analitice ale spectrometriei de masd sunt
foarte generale: analize structurale complexe, studiul cdilor de fragmentare, identificarea
si analiza cantitativd a compusilor unui amestec complex, analize calitative si cantitative
de mare precizie, care se aplicd, la cantititi foarte mici, in urme (trace analysis).

Tehnicd de analizd ce aplicd legile fizicii pentru caracterizarea materiei, spectrome-
tria de masd s-a ndscut la inceputul secolului trecut si a deservit in primele decenii fizica:
determindri de masd exactd a atomilor, potentiale de ionizare, mdsurdtori izotopice. Ter-
menul de spectrometrie de masd a apdrut in literatura stiintificd in anul 1920 cAnd F.W.
Aston a raportat prima datd masa atomicd exactd a neonului 20 si a neonului 22. Acest
fapt venea dupd ce Wien, in 1898 a vizualizat deflexia razelor pozitive in cAmp electric si
magnetic, iar Sir J.J. Thomson a descoperit in 1912 izotopii neonului, confirmand ceea
ce F. Soddy sugerase ceva mai devreme. Aceste descoperiri s-au soldat cu premiul Nobel
si au pus bazele unui nou domeniu al stiintei.

La inceput spectrometria de masd, prin metodele fizicii a deservit fizica si chimia,
contribuind la:

« catalogarea izotopilor elementelor

« mdisurarea maselor exacte ale elementelor

 determinarea potentialelor de ionizare, a potentialelor de aparitie, a energiilor de le-
gdturd

« determinarea structurii moleculelor.

Dezvoltarea spectroscopiei UV, IR, RMN, a defavorizat spectrometria de masad, care
era mai complexd, mai scumpad si mai dificil de manuit. Acuratetea si sensibilitatea ridi-
catd a spectrometriei de masd au facut ca aceasta sa fie utilizatd mai ales in analize can-
titative de urme si in determinarea izotopilor stabili. Compararea informatiilor obtinute
prin spectrometrie de masa si prin alte metode spectroscopice arata cd spectrometria de
masd nu suplineste alte tehnici spectroscopice, ci le completeazd. Ea nu indica ce grupe
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functionale sunt prezente sau lipsesc in moleculd-informatii usor obtinute din UV si IR
- ci mai degrabd care sunt si cum se leagd grupdrile functionale in molecula [1].

Un aspect important al spectrometriei de masa este cantitatea mica de probad necesard
pentru obtinerea spectrului de masd si putem spune c# aceastd tehnicd di cea mai mare
cantitate de informatii specifice per microgram, comparativ cu alte metode experimentale.

In figura de mai jos este prezentatd schema de principiu a unui spectrometru de

masa.
Proha
T
— d 7

Sistem de 5 de iomni A L
introducere s de foit or

Pompa Pompéa

de vid de wvid

Spectru de masi
Fig. 1.1. Schema de principiu a unui spectrometru de masa [1]

Proba este introdusa in cantitatea si forma corespunzatoare in sistemul de introdu-
cere a probei.

Producerea fasciculului de ioni din substanta de analizat adusa sub forma de vapori
are loc in incinta sursei de ioni.

Separarea ionilor in functie de masa (in functie de raportul masa pe sarcind, m/z)are
loc in analizor.

Inregistrarea abundentei relative sau intensitatea functie de masi, se realizeaza de
catre detector.

Un computer, care proceseazd datele, inregistreazd spectrul de masd in forma potri-
vitd si controleazd instrumentul.

Deoarece compusii analizati se afld in concentratii extrem de mici (de ordinul nano-
gramelor sau picogramelor) este necesard crearea unui vid att in sistemul de introdu-
cere cat si in sursa de ioni si in analizor (10™° torr) pentru ca procesul de analizi al probei
sa nu fie influentat de prezenta moleculelor din aer [1].

14



1.2. Sisteme de introducere

Analiza unei substante prin spectrometrie de masd presupune introducerea unor probe
gazoase, lichide sau solide in sursa de ioni a acestuia.

a) Sisteme de introducere pentru gaze

Acest sistem utilizeaza rezervoare incalzite sau reci, iar proba trece in spectrometru
printr-o duza, gazele putand fi determinate cantitativ prin mésurarea presiunii.
b) Sisteme de introducere pentru lichide

Pentru substantele lichide proba trebuie trecutd in faza de vapori prin incilzire si in-
trodusa in sursa de ioni. Sistemele de introducere pentru lichide au un rezervor auxiliar
din care proba curge printr-o conductd mici (capilar, duzd, robinet de reglare) in sursa
de ioni a spectrometrului. Se mai numesc sisteme de referintd deoarece se utilizeazd pen-
tru introducerea probelor de referintd.
c) Sisteme de introducere pentru solide

Probele solide se introduc foarte aproape de sursa de ioni cu o tijd prevazutd cu un
creuzet din material inert (aur sau sticld) cu posibilitatea de incélzire pana la 400 °C.
Dupa atingerea vidului preliminar, tija se introduce pana la capdt in sursa de ioni.

d) Sisteme de introducere pentru amestecuri complexe

Prin instalatia care se realizeazi cupland iesirea unui cromatograf cu sursa de ioni a
unui spectrometru, cromatograful poate fi considerat ca un sistem special de introducere
a probelor. Cuplajul cromatograf — spectrometru de masa este util atunci cAnd probele
de analizat sunt amestecuri de substante organice, numérul de componente putand fi de
peste 100. In acest cuplaj, cromatograful realizeazi separarea completd a componentelor
amestecului, iar spectrometrul de masa identificd, pe baza spectrelor de masd, compo-
nentele astfel separate.

1.3. Moduri de ionizare utilizate in spectrometria de masa

Analizorul de masa lucreazd numai cu particule incércate electric precum sunt ionii
creati din atomi sau molecule si, mai rar, din radicali, amfiioni sau clusteri. Modul de
ionizare influenteazd foarte mult calitatea datelor obtinute iar alegerea lui se face in
functie de proprietdtile fizico-chimice ale analitului de interes: volatilitate, masd mole-
culari, labilitate termic3, complexitatea matricei [1, 10, 11].

In cuplajul GC-MS, modurile conventionale de ionizare sunt cel prin impact electro-
nic (EI - electron impact) si ionizare chimicd (CI - chemical ionization). Primul tip de
ionizare a dus la obtinerea spectrelor de masa prezentate in partea experimentald a aces-
tei lucrari.
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1.3.1. Ionizarea prin impact electronic

In cazul ionizdrii prin impact electronic, analitul trebuie adus in stare gazoasi — lucru
realizat de citre orice sistem de introducere potrivit pentru evaporarea probei [1, 11].

Moleculele de analit intrd in camera de ionizare, prin partea terminald a coloanei
cromatografice capilare sau prin introducerea directd, in care existd un vid inalt de cca.
107 torr. Aici, moleculele se ciocnesc cu un fascicul ingust de electroni, perpendicular
pe directia lor de zbor, generat de un catod (filament de Re sau W incilzit in vid de un
curent de 50-200 mA). Electronii sunt accelerati la o diferentd de potential de 10-100 eV.
Majoritatea spectrelor de masa din biblioteci de spectre sunt realizate la 70 eV.

Energia necesard pentru ionizarea unei molecule organice sau pentru ruperea unei
legdturi covalente este de ordinul a 10 eV. Spectrele de masd se obtin insd, folosind fluxuri
de electroni cu energii de 50-70 eV. Acest exces de energie face ca moleculele si sufere,
pe langd ionizare, o serie de fragmentiri si transpozitii. Multe dintre aceste fragmente au
sarcind pozitivd si sunt de mare importantd in spectrometria de masa.

In cazul unei molecule ipotetice ABCD, formarea diferitelor tipuri de ioni poate fi
reprezentatd schematic astfel [2,12]:

Ioni moleculari ABCD + e — ABCD"" + 2¢”
A"+ BCD

Ioni de fragmentare D" + ABC
AB" + CD’

l\

A"+ B T+ A
CD" + AB’
AD" + BC’
Ioni de transpozitie AC’ + BD’
BD" + AC’
Ioni de coliziune ABCD"" + ABCD'— [ABCD ABCD]"" — ABCDA" + BCD’

Prin ciocnirea unei molecule cu un electron se produce ionul molecular astfel:
M+e -M"+2e 1.7)

Numdrul ionilor si natura fragmentelor sunt caracteristice fiecirei substante in con-
ditii experimentale standard, reproductibile. Spectrul de masd reprezinta astfel o ,,am-

=9

prentd” cu ajutorul cdreia se poate identifica molecula analizata.
Prin acest tip de ionizare se produc ioni pozitivi, insd se formeaza si ioni negativi,

astfel [1]:
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« captura electronului prin rezonantd:
AB +e —AB” (1.8)
« captura electronului prin rezonantd disociativa:
AB+e - A+ B 1.9
» formarea perechilor de ioni:
AB+e - A"+B +e (1.10)

Anionii au insi masd mic# si sunt fard valoare interpretativi (randament ~ 10~ din
randamentul ionilor pozitivi) [1]. Ionii negativi formati in camera de ionizare sunt atrasi
de un electrod pozitiv, neutralizati si evacuati cu ajutorul pompelor de vid.

Ionizarea prin impact electronic se caracterizeaza prin stabilitate, sensibilitate mare
si printr-o foarte bund reproductibilitate — ceea ce a determinat stocarea informatiilor in
biblioteci de spectre de masa.

1.3.2. Ionizarea chimica

Spre deosebire de ionizarea prin impact electronic, ionizarea chimica este mai blanda,
necesitand energii mai mici [1]. Experimental, se constatd ca spectrele obtinute prin io-
nizare EI sunt mai bogate in picuri (ioni) fatd de spectrele mai simple si mai usor de
interpretat obtinute prin ionizarea chimica.

In cazul acestui tip de ionizare, moleculele probei (aflatd in stare gazoasi) se introduc
in camera de ionizare impreund cu un gaz reactiv (ex. metan, izobutan, amoniac), intr-o
cantitate mare in raport cu proba. Presiunile lor partiale sunt de 10 torr pentru proba
analizatd si de 0.3 - 3 torr, pentru gazul reactiv.

Acest amestec este bombardat de un fascicul de electroni care va ioniza si fragmenta
numai moleculele de gaz reactiv, aflat in proportie mult mai mare decét proba. Ionii re-
zultati din gazul reactiv vor reactiona cu moleculele probei, ionizandu-le. Ionii protonati
MH™ sunt cei mai abundenti din spectrul de masa. Informatia obtinuti cu acest tip de
ionizare este masa moleculard a analitului.
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1.4. Analizoare de masa
1.41. Spectrometrul de masa cu analizor cuadrupolar

Analizorul cuadrupolar a fost inventat in anul 1950 de cdtre Wolfgang Paul. O altd ino-
vatie adusa de Paul este si analizorul cu trapd de ioni. Prima trapd ionicd a devenit dis-
ponibild comercial in anul 1983. Pentru contributiile sale, in anul 1989, lui Paul i s-a
decernat Premiul Nobel in Fizica.

Analizorul de masa cuadrupolar liniar este alcétuit din patru electrozi de tip tija (sau
bard), de formad cilindrica sau hiperbolicd (Fig. 1.2), orientati in directia axei z, si ampla-
sati intr-o configuratie patraticd in planul xy. Perechile de electrozi opusi sunt mentinuti
la acelasi potential alcdtuit dintr-o componenta de curent continuu si o componenta de
curent alternativ (Fig. 1.3).

Fascicul Catod Fantd Fanta
de clectroni [l o
2 L Electrozi cilindrici

Flux de gaz . S®
p— Opno ’ .’-‘;! {59 - ©
: Vi

v lon nerezonant lon rezonant
I (nedectat) (detectat)
]

Anod JT_

lY

Fig. 1.2. Analizorul de masd cuadrupolar.

{(U+V cos mt)

+(U+V cosot)

Fig. 1.3. Sectiune transversald prin analizorul cuadrupolar liniar:
a) in aproximatia cilindricd; b) electrozi hiperbolici.

Campul electric este 0 de-a lungul liniilor punctate. (sursa: [3]).
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In momentul in care un ion pétrunde in interiorul ansamblului cuadrupolar, de-a
lungul axei z, o fortd de atractie se exercitd asupra sa din partea uneia dintre tije. Dacd
tensiunea aplicatd barelor este periodicd, atractia si repulsia in ambele directii x si y sunt
alternative in timp, pentru ci si semnul fortei electrice variaza periodic. Dacd tensiunea
aplicatd se compune dintr-o tensiune continud U si o tensiune de radiofrecventd V, po-
tentialul total @, este dat de relatia:

®,=U +V coswt (1.11)

Astfel, ecuatiile de miscare sunt:

2
Z—tf+ eZ(U+Vcoswt)x =0 (1.12)
mirg
2
4y __ e (U+Vcoswt)y=0 (1.13)
ez mr

In cazul cAmpurilor electrice neomogene, cum este si cazul de mai sus, exista o fortd
medie micd, intotdeauna in directia cAmpului cu valoare mai joasd. CAmpul electric este
zero de-a lungul liniilor punctate din Fig. 1.3. Prin urmare, este posibil ca un ion si tra-
verseze cuadrupolul fdra a lovi tijele, cu conditia ca miscarea sa in jurul axei z sd fie
stabild si cu amplitudini limitate in planul xy. O astfel de conditie deriva din teoria ecu-
atiilor Mathieu.

Rescriind ecuatiile de mai sus in forma adimensionald, acestea devin:

2
Z—Z + (ay + 2, c0821)x = 0 (1.14)

T
a2y 20, cos 2T)y = 0 115
- +(ay +2q, cos20)y =0, (1.15)

unde:
4eU 2eU . wt

e =~ = myr3w?’ =" = mirgw? =T (1.16)

Pentru un set dat de valori U, V' si w, miscarea ionilor poate avea o traiectorie stabild,
ceea ce va determina ca ionii cu o anumitd valoare m/z sau dintr-un domeniu de valori
m/z sd strdbatd cuadrupolul. Ionii ce oscileazd pe distanta 27, dintre electrozi vor avea
traiectorii stabile. Domeniul de stabilitate a unui ion particular este determinat de mag-
nitudinea tensiunii de radiofrecventd V si de raportul U/V'.

Reprezentand parametrul a in functie de g, se obtine diagrama de stabilitate a cam-
pului cuadrupolar bidimensional, care prezinta trei regiuni de interes: I) ambele traiec-
torii x si y sunt stabile; IT) una dintre traiectoriile x sau y este stabild; IIT) nici una dintre
traiectorii nu este stabild.

Analizorul cuadrupolar se comportd de fapt ca un filtru de masd, de unde si denumi-
rea de filtru de masd cuadrupolar.
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1.4.2. Spectrometrul de masa cu analizor cu trapa de ioni

Analizorul de masi cu trapd de ioni constd din doi electrozi cu formi hiperbolicd, dispusi
ca si capace, si un electrod circular care inlocuieste dou dintre tijele analizorului cuadru-
polar (Fig. 1.4). Privit in sectiune, in planul rz, analizorul cu trapa de ioni se aseaménd cu
cel cuadrupolar cu tije hiperbolice. Electrozii-capac sunt conectati electric iar un potential
continuu si de radiofrecventa se aplica intre acestia si electrodul circular [2].

)

\ Z, f

Sursa de | |
—_— -
|

= — = Detector
ioni

Fig. 1.4. Analizorul de masi cu trapd de ioni.

Spre deosebire de cazul analizorului cuadrupolar, pentru analizorul cu trapd de ioni,
campul electric este considerat tridimensional si se exprimd in sistemul de coordonate
cilindrice:

dx,y,z = zf(rzcosze + r?%sin?6 — 2z2) (1.17)
o
Deoarece: cos?0 + sin?0 = 1, ecuatia de mai sus poate fi rescrisa astfel:
&x,y,z = qlf(rz —22%) (1.18)
o

Ecuatiile de migcare pentru un ion sunt:

d?z 4e
p7ER— (U-Vcoswt)z=0 (1.19)
2
%+ Zez(U—Vcoswt)r =0 (1.20)
m,-ro

Rezolvarea acestor ecuatii diferentiale, care sunt de asemenea de tip Mathieu, con-
duce la obtinerea parametrilor a, si q, de forma:

16eU 8eU

a; = —2a, = T 92 T —2q, = 2

(1.21)

w?’
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unde w = 2xf, f fiind frecventa fundamentald a trapei de ioni.

Cu ajutorul trapei de ioni se pot realiza usor experimente MS/MS si ciocniri (MS)"

[1]. Rezolutia este de 10° iar sensibilitatea este foarte ridicat3.

1.5. Tipuri de detectori

Un detector ideal ar trebui sd contind urmatoarele exigente:

sd asigure o corespondentd perfectd intre numdrul de ioni incidenti si impulsurile de
iesire;
impulsurile de iesire s3 fie de o amplitudine suficient de mare in comparatie cu toate

impulsurile de zgomot;

sd existe o posibilitate de discriminare intre ionii avind acelasi raport masa la sarcind
dar avand diferite stiri de incarcare electrica;

sd fie posibild discriminarea intre ionii atomici si cei moleculari avind acelasi raport
de masa la sarcini;

sd existe posibilitatea de control simultan a cel putin doud mase;
sd dea un rdspuns liniar pe mai multe ordine de mdrime in intensitate.

Toate aceste cerinte nu pot fi satisfdcute simultan. Ionii separati de analizorul de

masd trebuie inregistrati cu ajutorul unui detector corespunzdtor. Functia de detector

poate fi indeplinitd de diferite dispozitive. Cele mai frecvent utilizate sunt:

Multiplicatori de electroni secundari (SEM: secondary electron multiplier): con-
structia lui este similard cu tuburile fotomultiplicatoare. Constd dintr-o serie de diode
prepolarizate care emit electroni secundari cand sunt lovite de un ion, multiplicind
astfel curentul ionic care poate fi prelucrat analogic sau digital [4].

Chaneltronul: are o structurd dinodicd continud de forma unui tub cu interiorul
acoperit cu un material ce este capabil sd emitd electroni. Cand ionul se ciocneste de
peretii chaneltronului, acesta emite electroni secundari care prin efect de cascada
creeazd electroni secundari aditionali care printr-un efect de cascadd creeazd elec-
troni secundari aditionali, finalizand intr-un puls de curent [4].

Cusca Faraday: constd dintr-o cupd metalicd plasatd in drumul fasciculului de ioni.
Este legatd de un electrometru care masoard curentul ionic. Cusca Faraday este mai
putin sensibild ca ceilalti detectori.

Placa cu microcanale: constd dintr-o serie de capilare de sticld cu diametru interior
de 15-20 wm, care in interior sunt acoperite cu un material capabil sd emita electroni.
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Capilarele sunt conectate la un potential mare. Functionarea lui este aseméanatoare
cu cea a chaneltronului, efectul de cascadd producind o amplificare de 10°-10" [4].

« Sensibilitatea: spectrometrului de masa este functie de numarul de ioni ce lovesc
detectorul fatd de cantitatea substantei introduse in sursa de ioni si factorul de am-
plificare al detectorului (C/mg). La rezolutie joasd, doar un ion ajunge la detector din
10’ molecule introduse in sursa de ioni. Pentru specificarea sensibilitatii in termeni
de curent ionic pentru o cantitate datd de probd, se foloseste stearatul de metil.

1.6. Inregistarea si achizitia datelor MS. Modul de lucru

Spectrul de masd este inregistrarea abundentei ionilor unui compus in functie de raportul
masd/sarcind (m/z), caracterizind substanta, fiind specific acesteia. Putem spune cd spec-
trul de masi este o ,,amprentd” a substantei, spectrometrul de masa fiind un detector ideal
pentru componentii separati prin cromatografie de gaze. Spectrul de masa se utilizeazd
pentru identificarea unui compus necunoscut, prin compararea spectrului de masa necu-
noscut cu cel al unor compusi cunoscuti, pentru determinarea structurald a acestuia.
Pentru obtinerea de informatii precise asupra structurii si tariei legdturilor compusu-
lui de analizat prin studiul cdilor de fragmentare ale compusului, poate fi utilizata teh-
nica de misurd a maselor exacte in inaltd rezolutie, tehnica mésurdrii ionilor metastabili.

Baleiajul masei. In cazul spectrometrelor de masd cu analizor magnetic, baleind cam-
pul magnetic obtinem spectrul de masi. Baleiajul e controlat de calculator care optimi-
zeazd conditiile din sursa de ioni. Filtrul analog preia semnalele de la SEM care se trec
apoi la convertorul analog digital (ADC). Viteza de lucru selectatd conduce la un numar
de date punctiforme de-a lungul fiecirui ion semnal pentru obtinerea picului si determi-
narea pozitiei si intensitatii lui. Viteza de baleiaj si rezolutia conduc la viteza de digitali-
zare aleasd. Instrumente cu baleiaj rapid folosesc o vitezd de conversie de pand la 250
kHz. Intre MS si calculator se gaseste ADC si alte dispozitive de operare.

Modul de lucru cu ioni selectati (SIM) In modul de lucru SIM masele ionilor individu-
ali sunt selectati continuu sau in secventd, pentru misurarea mai multor ioni. In acest
mod de lucru sensibilitatea creste mult fatd de un baleiaj in care ionii sunt inregistrati
timp de 0,05 - 1ms.

La instrumentele magnetice fiecare ion este selectat pe rand prin alegerea tensiunii
de accelerare corespunzitoare la cAmp magnetic constant. Comutarea ionilor se poate
face rapid dar domeniul de masa este limitat. Instrumentele cuadrupolare sunt potrivite
in mod particular modului de lucru SIM intrucit tensiunile barelor pentru transmiterea
ionilor selectati pot fi schimbate cu acuratete si rapid [4].
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1.7. Prelucrarea datelor MS

In cazul prelucrdrii datelor de achizitie se identificd mai intai masa de calibrare. In com-
puter sunt prelucrate masele de referintd, prin baleiajul unui compus de calibrare util
pentru stabilirea valorilor maselor ionilor probei. In cazul spectrometrelor de masa cua-
drupolare, computerul realizeazd focalizarea de rutind a instrumentului utilizand sub-
stanta de referintd astfel ca intensitdtile ionilor selectati si fie in anumite limite. Ionii
compusilor de referintd trebuie sd nu interfere cu ionii probei. Grafic, spectrul de masa
se obtine prin reprezentarea pe abscisd a raportului m/z si pe ordonatd a abundentei
relative a ionilor fatd de cel mai intens ion al spectrului care se ia 100%. Ionul cel mai
intens din spectru se numeste ion de bazd. Aceasta procedurd se numeste normarea spec-
trului. Existd programe care reprezintd spectrul de masd si marcheazd automat ionii cei
mai intensi.

Scdderea spectrului. Exista posibilitatea de a indeparta ionii din fondul spectrometro-
lui sau ionii unui component nedorit, prin diminuarea numaérului ionilor de interferentd
din spectrul compus. Programul se utilizeaza si in cazul indepartirii unor componenti

partial rezolvati din spectrul de masa.

Date de asezare pe ioni selectafi. Din datele SIM, pentru determinarea cantitativa sen-
sibild a unor componenti, se selecteazd mase specifice reprezentand cromatograme prin
trasarea fiecdrui ion in functie de timp. In modul de lucru SIM sensibilitatea creste de

aproximativ 10’ ori.

Biblioteca de spectre este folositd pentru identificarea componentilor prin comparatia
spectrului compusului necunoscut cu spectre de masd a unor componenti cunoscuti.

Diferite procedee de laborator, cum ar fi masurdtorile metastabile, incorporarea de
izotopi stabili, utilizarea unor derivatizdri, metode de ionizare alternative, MS/MS etc.,
conduc la identificarea unui component necunoscut. Acesta poate fi determinat prin

masuratori de masa exacta [4].

1.8. Aplicatii medicale ale spectrometriei de masa

Diagnosticarea bolilor care presupun anomalii de ordin biochimic necesitd adesea ana-
liza cantitativd a unor molecule cu masd moleculard mic#, metaboliti, peptide, proteine

sau hormoni din plasmai, urini sau alte fluide biologice [5].

Biomarkerii sunt substante folosite ca indicatori ai unei stdri biologice. Cu ajutorul
lor, se pot diagnostica anumite boli si se poate interpreta eficacitatea tratamentului.
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Determinarea biomarkerilor nu este deloc o sarcind usoard din cauza complexitatii
sistemelor biologice. In primul rand, existd variatia biologicd normald de 10-40% care
rezultd din fondul genetic, mediu, dietd, varstd, sex si alte posibile variable [6, 7]. Testele
ce implicd determinarea colesterolului, a glucozei din sange, a trigliceridelor etc. presu-
pun un domeniu considerat normal si nu doar o singurd valoare normald. La fel se in-
tampld si in cazul biomarkerilor. Prin urmare este necesard analiza statisticd pentru de-
terminarea domeniilor de concentratii normale si anormale pentru fiecare biomarker.
Sistemele biologice sunt alcdtuite dintr-un numér enorm de biomolecule extrem de di-
verse. Aceste molecule pot fi compusi organici sau anorganici simpli, precum glucoza
sau Na®, dar si biopolimeri complecsi precum: lipide, proteine si carbohidrati.

In analiza sistemelor biologice, existd o serie de reguli care trebuie luate in conside-
rare [8]:

1. Toate probele trebuie si fie tratate la fel (dezvoltarea unui protocol pentru procesele
de colectare, stocare si utilizare).

2. Timpul este ,,inamicul” experimentului (cu cat probele sunt stocate mai mult timp
in conditii mai putin optime, cu atat se vor produce mai multe artefacte).

=

Descoperirea biomarkerilor este atribuitd stiintelor marcate prin sufixul ,,-omicd”.
Studiile legate de diabet, obezitate, alergii si imunitate, nutritie - sunt citeva exemple in
care stiintele ,,-omice” (transcriptomica, proteomica, metabonomica) au condus la des-
coperiri remarcabile.

Spectrometria de masd este o tehnicd analiticd deosebit de importantd in laboratoa-
rele medicale, permitdnd un domeniu vast de diagnosticari. In numeroase aplicatii, MS
necesita cuplajul cu cromatografia datoritd avantajului acesteia din urma de a realiza
separarea optimd a metabolitilor.

In zilele noastre, laboratoarele moderne dispun, in functie de posibilititile financiare,
de aparate-hibrid precum: GC-MS, HPLC-MS, LC-MS sau ESI MS/MS.

In cele ce urmeazi, voi prezenta prin cateva exemple rolul acestor tehnici hibrid in
descoperirea biomarkerilor care au legdtura cu:

Obezitatea si diabetul

Obezitatea este o boald complexd ce implicd factori genetici, de mediu si de comporta-
ment, fiind, in general, ereditara. in Europa si America de Nord, obezitatea reprezintd
cea mai des intalnitd tulburare nutritionald. Transcriptomica a investigat impactul pe
care il au cantitatea de grisime din dietd, restrictiile alimentare si proteinele din soia
asupra expresiei genelor [5].

Obezitatea cauzeaza adesea rezistenta la insulind (insulina nu mai controleazd nive-
lul de glucoza din corp).
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In urma unui studiu realizat prin GC-MS, Zeng et al. (2011) au propus ca biomarkeri
pentru diabetul de tip 2, urmétorii zece metaboliti, coreland nivelul acestora din sdnge cu
nivelul de glucoza [9]: acidul lactic, alanina, acidul a-hidroxi-izobutiric, fosfatul, serina,
acidul piroglutamic, acidul palmitic, acidul stearic, 1-monopalmitina si colesterolul.

Alergiile

Alergenii pot fi clasificati in functie de cdile de interactiune cu organismul gazda: aler-
genii aerieni invadeazd sistemul respirator, cei alimentari sunt preluati prin tractul gas-
trointestinal iar alergenii de contact patrund prin piele [8]. Mai bine de 20 de markeri
genetici care au fost asociati alergiilor sunt mai degrabd indicatori ai procesului inflama-
tor decat ai alergiei.

Cativa dintre cei mai importanti alergeni sunt cei proveniti din alimente de origine
animald sau vegetald. Spectrometria de masd MALDI-ToF a fost intens utilizatd in des-
coperirea si caracterizarea alergenilor.

Boala Alzheimer

Boala Alzheimer este o tulburare neurodegenerativi a sistemului nervos central, incura-
bild pand la ora actuald, caracterizatd prin pierderea progresivd a memoriei de scurtd
duratd si a functiilor cognitive [10].

Sato et al. (2011) au analizat prin LC-MS/SIM desmosterol (un precursor al coleste-
rolului) din plasma persoanelor sdnitoase si bolnave de Alzheimer [11]. Rezultatele lor
au ardtat faptul cd nivelul de desmosterol si raportul desmosterol/colesterol este mult
mai mic la persoanele care aveau Alzheimer. Autorii au sugerat faptul cd desmosterolul
poate fi un potential biomarker al bolii Alzheimer.
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Capitolul II
Cromatografia de gaze

2.1. Principiul de baza al cromatografiei de gaze

Cromatografia este o metodd de separare a amestecurilor multicomponente. Ea se ba-
zeazd pe repartitia diferitd a componentilor unui amestec intr-o fazd mobild si una statio-
nard (nemiscibild), avind ca urmare deplasarea cu viteza diferitd a componentilor purtati
de faza mobild de-a lungul fazei stationare. Cele doud faze sunt o fazd stationard imobild
cu o suprafatd mare si una mobild care curge intr-o directie si poate fi gazoasd sau lichida.

Cromatografia de gaze este un tip comun de cromatografie folositd pentru separarea
si analiza compusilor volatili si semivolatili. In unele situatii, cromatografia de gaze
poate fi de ajutor in identificarea unui compus [12].

in cromatografia de gaze, faza in miscare (sau ,,faza mobild”) este gazoasd, de obicei
un gaz inert precum heliul sau un gaz nereactiv asemenea azotului, iar faza stationard
poate fi lichidd sau solidd. Separarea este realizatd prin diferentele in distributia compo-
nentilor individuali ai probei intre faza mobila si stationard, cauzadnd miscarea compo-
nentilor prin coloani cu diferite viteze.
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Fig. 2.1. Schema unui cromatograf de gaze care demonstreaza
separarea substantelor pe o coloana.
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Cromatografia de gaze este de asemenea similard cu distilarea fractionatd, intrucét
ambele procese separd componentii unui amestec care se bazeaza in primul rand pe di-
ferentele dintre punctele de fierbere (sau presiunea vaporilor). Totusi, distilarea fractio-
natd este de obicei folositd pentru a separa componentii unui amestec pe o scard mare,
in timp ce cromatografia de gaze poate fi folositd pe o scard mult mai mica.

Secventele operatiilor in analiza cromatografica:

+ proba este injectatd in injector unde este evaporata si introdusd in coloana cromato-
graficd

1. analitii vor cilatorii cu faza mobild
2. analitii interactioneaza cu faza stationard, sunt intarziati individual si sunt separati

Cerintele pentru ca un analit sd fie supus analizei cromatografice sunt ca transferul
de masd sd aibd loc in stare gazoasd, ceea ce cere ca analitul sd fie in faza gazoasd sau de
vapori fard a se descompune (trebuie sd fie stabil termic pana la 300 °C), sau trebuie sa
fie un compus nevolatil care si fie transformat in derivati volatili prin reactie chimicd
sau trebuie s fie o substantd care poate fi supusid descompunerii controlate.

Avantajele cromatografiei de gaze sunt:

viteza analizei
eficienta separdrii

sensibilitatea

L A

automatizarea

Un sistem cromatografic de gaze este alcdtuit dintr-un sistem injector incélzit co-
nectat la o coloand montatd intr-un cuptor cu temperaturd controlabild. Un gaz purtétor
este trecut de la nivelul injectorului prin coloand in detector. O cantitate micd din ames-
tecul ce trebuie analizat este introdus in curentul de gaz prin injectare cu o seringd in
septul injectorului. Diferitii componenti ai amestecului trec prin coloand la momente
diferite, unele fiind retinute perioade mai lungi de timp decat altele, ajungand astfel la
detector pe rand.

Existd mai multe tipuri de cromatografie, in functie de tehnicd, modul de lucru si
proprietitile fizico-chimice ale fazelor. Cea mai importantd clasificare este dupi starea
de agregare a fazei mobile, in cromatografie in faza gazoasd si cromatografie in faza li-
chidd. Tehnica de lucru diferd atat de mult in aceste doud grupe incat se lucreazi in doud
directii distincte cu o aparaturd si literatura de specialitate proprie.

in functie de modul de lucru existd mai multe variante: cromatografie prin eluare,
prin dezlocuire, frontald. In primul caz se injecteazd o anumiti cantitate de probi in
curentul fazei mobile (eluent), care o poartd de-a lungul fazei stationare. Daci eluentului
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i se adaugd substanta care interactioneazad mai puternic cu faza stationard decit compo-
nentii probei, atunci acestia sunt dezlocuiti treptat, realizindu-se cromatografia prin
dezlocuire.

2.2. Modelul teoretic al cromatografiei de gaze

Un model teoretic al cromatografiei in fazd gazoasd constd dintr-un numir mare de re-
zervoare care contin fiecare lichid nevolatil. Peste lichid trece un curent de gaz in care
este injectatd proba de studiat. Faza gazoasd se va dizolva in lichid. Cantitatea dizolvatd
depinde de natura probei si a lichidului, de presiunile partiale ale fiecdrui component
din proba si de temperatura sistemului [1].

Presiunea partiald a fiecdrui component variazd pe masurd ce proba inainteazd in
coloana cromatografici. Componentii dizolvati vor reintra in curentul de gaz, cand pre-
siunile lor partiale de deasupra fazei lichide vor scidea. In lungul coloanei, componentii
probei se vor deplasa cu viteze diferite, mai mici decat ale gazului purtétor (eluent), pre-
zentind timpi de retentie diferiti.

Schema de principiu a unui cromatograf de gaze este reprezentatd in fig. 2.2. Elemen-
tele principale sunt: coloana 1 si detectorul 2. La acestea se mai adaugd urmdtoarele
anexe: o sursd de eluent 3, un dispozitivde mdsurare si reglare a debitului 4, un dispozitiv
de introducere a probei 5, un termostat 6 si un instrument de inregistrare 7 a semnalelor
inregistrate de detectori.

Fig. 2.2. Schema de principiu a unui cromatograf de gaze.

Gazul inert trece prin partea inferioara a septului injectorului care este incélzit inde-
pendent de restul sistemului la o temperaturd superioard fatd de cea a coloanei pentru a
preveni condensarea probei. Injectorul este legat de capatul coloanei, astfel gazul preia
proba si o transportd direct in coloana cromatografului, care este incilzitd la o tempera-
turd foarte bine controlatd ce poate fi constantd sau variatd folosind un anumit program
de temperaturd, care este ales in functie de analiti. Temperatura inaltd dd un timp de
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retentie mai scurt pentru un anumit component al probei. Din cauza interactiunii mole-
culelor probei cu faza stationard, componentii riméan in urma eluentului. In functie de
diferentele care existd intre echilibrele lor de repartitie intre cele doud faze, se produce o
diferentiere a vitezelor lor de migrare si separare. Esalonati astfel in timp, componentii
sunt purtati de eluent, dupd iesirea din coloand, in detector.

Reprezentarea graficd a semnalului detectorului in functie de timp, se numeste cro-
matograma.

Semnalele obtinute sub forma unor varfuri, numite picuri, corespund componentilor
probei. Timpul la care apare maximul unui pic, masurat din momentul introducerii pro-
bei, se numeste timp de retentie, tz, mirime ce caracterizeazd, din punct de vedere cali-
tativ, un component i al amestecului analizat. Acesta se compune din timpul ¢, in care
eluentul si componentele care nu interactioneazd cu faza stationard parcurg distanta
pand la detector si din intarzierea provocatd de interactiunea componentilor cu faza
stationara. Aceastd intarziere se numeste timp de retentie ajustat, tz:

th =tgr —ty (2.1)

Toate mérimile utilizate pentru identificarea componentilor separati derivd din tim-
pul de retentie si se numesc parametrii de retinere. Timpul de retinere este dependent
de temperatura si conditiile de lucru, astfel nu poate fi utilizat ca atare pentru caracteri-
zarea unui component. El trebuie sd fie corectat si transformat intr-un parametru inde-
pendent de aparat, fie raportat la timpul de retinere al unei substante de referintd, sepa-
ratd concomitent cu componentul respectiv in acelasi cromatograf si in aceleasi conditii.

Orice sistem gaz cromatografic constd din urmdtoarele componente: un sistem de
introducere a gazului purtdtor, un sistem de injectare a probei de analizat, o coloand
pentru separarea componentilor, un detector pentru a masura cantitatea de componenti
separati si un sistem de date.

Gazul purtitor. Gazul purtétor trebuie sd fie nereactiv, cele mai utilizate fiind azotul,
heliul, hidrogenul. Hidrogenul trebuie s fie uscat si purificat. Heliul este perfect deoa-
rece este inert chimic, dar este costisitor. Neonul, similar heliului, are vascozitate mare,
care conduce la gradient de presiune mare de-a lungul coloanei. Azotul este ieftin, exis-
tand metode de purificare convenabile.

Coloana. Coloanele se impart in coloane cu umpluturd si coloane tubulare deschise ca-
pilare. Se utilizeazd otel sau sticld (cuart). Coloanele cu umpluturd au diametre de 2-8
mm si lungimi de pand la 20 m, in timp ce coloanele capilare au diametre mai mici de 1
mm si lungimi de pand la 200 sau 300m.

Faza stationard se alege chimic similard cu componentii de separat. Coloanele capi-
lare nu contin suport, faza lichidd este dispusd pe peretii coloanei. Avantajul acestei
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metode este cd presiunea asupra coloanei este micd. Dezavantajul este acela cd faza statio-
nard este micd comparativ cu faza mobila si este posibild supraincdrcarea coloanei.

Detector. Ca si alte tehnici analitice, succesele cromatografiei de gaze depind de efici-
enta sistemului de detectie. Primii detectori utilizati in cromatografia de gaze s-au bazat
pe proprietdti termice ale fazei gazoase. Cerintele pentru un detector sunt sensibilitatea
ridicatd (raport semnal iesire/semnal intrare), limita de detectie buni si liniaritate in do-
meniul de operare (rdspuns liniar intre semnalul méasurat si concentratia injectatd). La
iesirea din coloand compusii interactioneazd cu detectorul. Detectorul converteste
aceastd interactiune intr-un semnal electric care este trimis sistemului de date. Marimea
semnalului se inregistreazd in functie de timp (de la momentul injectdrii) si apare cro-
matograma.

Unii detectori rdspund la orice solutie care elueazd prin coloand, altii rdspund doar
la solutii cu structurd, grupe functionale sau atomi specifici. Primii sunt detectori uni-
versali, ultimii detectori selectivi, care dau raspuns specific diferitelor tipuri de compo-
nenti.

Detectorii au rolul de a sesiza continuu, rapid si cu mare sensibilitate aparitia fiecdrui
component din proba de analizat, transformand aceastd modificare intr-un semnal elec-
tric, care apoi este amplificat si inregistrat. Este necesar ca un detector sd aibd sensibili-
tate ridicatd, o bund selectivitate, un rdspuns rapid, liniaritate si zgomot de fond redus.

Un detector specific utilizat in cromatografia de gaze pentru floro cloro carbonati este
detectorul cu capturd de electroni, iar unul din cele mai utilizate tipuri de detectori este
cel cu ionizare in flacdra.

Un detector specific este si spectrometrul de masé, cuplat dupd coloana cromatogra-
ficd, astfel fiind posibild inregistrarea spectrelor de masd ale analitilor. Combinatia dintre
cromatograful de gaze si spectrometrul de masd a produs un instrument ce prezintd o
importantd considerabild in domeniul analitic si a cdrui capabilitdti le depésesc pe cele
ale aparatelor folosite separat, independent unul de altul [1].

2.3. Tipuri de detectori utilizati in cromatografia de gaze

Dupd ce au fost separati, analitii trebuie detectati pentru a fi determinati calitativ si can-
titativ. Detectorii se aleg in functie de procedeul cromatografic utilizat, iar rolul lor este
acela de a transmite semnalele electrice catre inregistrator [13]. Aceste semnale sunt pro-
portionale cu concentratiile analitilor separati sau cu debitul masic al acestora. Detectorii
al cdror raspuns este proportional cu debitul masic (ex. detectorul cu flacdra de ionizare)
distrug analitii, pe cand cei al cdror rdspuns este proportional cu concentratia, nu au o
actiune distructiva.
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Alegerea si utilizarea detectorilor presupune o atentie deosebitd acordati caracteris-

ticilor si performantelor lor, dintre care, cele mai importante sunt [13]:

« Specificitatea: presupune cd detectorul da un singur raspuns pentru un singur analit.
Este caracteristicd numai acelor detectori care dau un rdspuns discriminant fatd de

proprietitile fizico-chimice ale unui numar mic de analiti, cu aceleasi caracteristici.

Detectorii nespecifici (sau universali) sunt sensibili numai la modificarea unei pro-
prietdti fizice generale a fazei mobile, datoratd prezentei unei substante care nu intrd in
compozitia sa.

+ Sensibilitatea: se exprima prin raportul dintre variatia semnalului AS (mV sau uni-
tdti de absorbantd) si variatia concentratiei AC sau a cantititii AQ a analitului:

s=2gg=25 2.2)
AC AQ

unde S este sensibilitatea detectorului. Sensibilitatea nu trebuie confundati cu limita de

detectie.

« Limita de detectie: este cantitatea cea mai micd de substantd (analit) care dd un
semnal egal cu 2-3 ori semnalul fondului (semnalul dat de faza mobild in absenta

analitului).

+ Liniaritatea: exprimd rdspunsul direct proportional al semnalului detectorului la
concentratia (cantitatea) de analit, intr-un interval de concentratie dat, cuprins intre

cantitatea minimad i maxima.

« Timpul de raspuns: reprezintd timpul in care detectorul raspunde la variatia con-
centratiei sau a cantitétii de substanta.

Liniaritatea rdspuns-concentratie poate fi reprezentatd grafic, obtinandu-se o curba

exponentiald care corespunde ecuatiei:

1
R; = (Rpmax —Ro)e + R, (2.3)

unde R; este rdspunsul semnalului, t este timpul dupd care apare raspunsul R;, R este
raspunsul-semnal al zgomotului de fond, 7 este constanta de timp iar Ry, este rdspun-

sul total ce corespunde concentratiei maxime.

2.3.1. Detectorul cu ionizare in flacara

In cromatografia de gaze existd un numir mare de detectori dintre care cel mai utilizat

este detectorul cu ionizare in flaciri [14, 15].
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Detectorul cu ionizare in flacird foloseste hidrogenul drept gaz de ardere. La iesirea
din coloand, eluentul este amestecat cu un curent de hidrogen si este aprins la capétul
unei duze din platina sau otel inoxidabil (Fig. 2.3).

Duza este montatd intr-o camerd de ardere ce este alimentatd de un curent de aer sau
oxigen. Intre duzi si electrodul colector agezat deasupra, se va crea, prin flacird, un cAmp
electric ce stabileste un curent slab (10*A) intre cei doi electrozi. Intensitatea curentului
va creste in momentul aparitiei in flacdrd a unui compus organic, ajungind pani la
107°A, in functie de natura si de concentratia acestuia, curent care va fi mai departe am-
plificat si apoi inregistrat.

Gaze de ardere

Legatura la
amplificator
Electrod colector
Flacara
N T 150V Duza de ardere
5
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Camera de
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1
Capatul coloanel At
capilare
Gaz purtitor +
componente

Fig. 2.3. Detectorul cu ionizare in flacdrd (FID - flame ionization detector)
(sursa: http://www.scritube.com/stiinta/chimie/Cromatografia-de-gaze41182.php).

2.3.2. Detectorul termoionic

Detectorul cu ionizare termoionicd reprezinté de fapt o adaptare a detectorului cu ioni-
zare in flacdrd (Fig. 2.4). Acest tip de detector oferd un raspuns puternic pentru compusii
organici ce contin azot si/sau fosfor [15].

Senzorul detectorului cu ionizare termoionica este un rezistor plasat intr-o pastila de
sticld din silicat de rubidiu monovalent sau de cesiu. Cdldura produsi de rezistenta elec-
tricd va produce volatilizarea sdrurilor alcaline. Gazul purtétor este heliul care, in amestec
cu hidrogenul, strdbate detectorul printr-un mic jet. Dacd detectorul trebuie sd rdspunda
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in acelasi timp la azot si la fosfor, un debit minim de hidrogen asigurd ca gazul si nu
ardi. In schimb, daci detectorul trebuie si raspundd numai la fosfor, este folosit un debit
mare de hidrogen ce determind arderea amestecului de gaze. Cand se aplicd un potential
negativ pastilei incdlzite, ea va emite electroni prin efect termoionic. Ionii de rubidiu
sunt redusi la atomi neutri, iar dacd este prezentd o specie care poate accepta un electron
de la atomul de rubidiu, ionizarea are loc. Ionul de rubidiu pozitiv este atras inapoi de
pastila incdrcatd negativ. Detectorul este extrem de selectiv, neardtand rdspuns pentru
carbon, sulf si clor [16]. Din pacate, performanta acestui tip de detector se deterioreazd
cu timpul deoarece vaporii de apd generati de arderea hidrogenului transformad silicatul
alcalin in hidroxid.

/anod

pastila de rubidiu

/sau cesiu
-
4 ﬂ - e
7l | acara
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hidrogen —>=_|

He U
(gaz purtator)

Fig. 2.4. Detectorul termoionic (sursa: http://www.chromatography-online.org).
2.3.3. Detectorul cu captura de electroni

Detectorul cu capturd de electroni contine o sursd de radiatii § de joasd energie: tritiu
sau Ni” radioactiv (Fig. 2.5) [14]. Din cauza instabilititii la temperaturi inalte a tritiului,
sursa de Ni” radioactiv este preferatd in locul celei de tritiu. Acest tip de detector pre-
zintd o mare sensibilitate pentru compusii ce pot capta electroni, precum sunt cei care
contin halogeni.

Detectorul cu capturd de electroni poate functiona in doud moduri: fie aplicand o ten-
siune continud, fie aplicAnd o tensiune pulsatorie intre electrozii camerei de ionizare [15].

fn modul continuu, gazul purtdtor poate fi hidrogenul sau azotul, care, iradiat, pro-
duce electroni si ioni pozitivi. Printr-o serie de ciocniri elastice si neelastice, fiecare
electron 3 poate genera intre o sutd si o mie de electroni termici cu energia medie intre
0.02 si 0.05 eV. Electronii liberi au o mobilitate ridicatd si nu se vor recombina cu ionii
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pozitivi. Electronii colectati la anod in lipsa probei constituie curentul de ionizare ce
corespunde liniei de baza. Prin aplicarea unui potential electric slab (de ordinul catorva
V), toti ionii formati in camera de iradiere sunt colectati. Prezenta unei molecule cu
afinitate pentru electroni va favoriza generarea de ioni negativi. Ionii negativi se recom-
bind cu cei pozitivi iar numérul de ioni liberi si electroni scade. Prin urmare, curentul
devine mai mic.

reductor \
\ izolator
i
(.
+ T = — v

N

sursa
radioactiva
azot sau
hidrogen;
argon cu
10% metan

Fig. 2.5. Detectorul cu capturd de electroni (sursa: [14]).

Operand in modul pulsatoriu, un amestec de 10% argon in metan schimba natura
mediului de captare de electroni. Electronii generati de sursa radioactivd devin electroni
termici iar in absenta unui potential colector, creeazd un nor circular de electroni in jurul
sursei. Un puls sub forma unei unde patrate, cu perioadd scurtd (citeva microsecunde),
este aplicat electrodului, colectand astfel electronii termici, cu timp suficient intre pul-
suri, pentru ca acestia sd umple din nou camera de ionizare si sd ajungd la echilibru
termic. Acesta reprezintd curentul de baza. Curentul stationar produs are o amplitudine
de10”*A.1In perioadele cand unda este inactiva, electronii termici vor avea timp suficient
pentru a interactiona cu orice molecule ce capteazd electroni, producadndu-se astfel ioni
negativi. Ionii negativi se vor recombina rapid cu cei pozitivi, produsi simultan din inte-
ractiunea electronilor cu particulele 3, si astfel, curentul stationar va descreste.

Sensibilitatea acestui detector este foarte ridicata, acesta fiind probabil cel mai sensi-
bil dintre detectorii utilizati in gaz-cromatografie [15].
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2.4. Cuplajul cromatograf de gaze-spectrometru de masa

Primul cuplaj intre cromatografia de gaze si spectrometria de masa (GC-MS) s-a realizat
in anul 1957, fapt ce a permis, pentru prima datd, analiza unui amestec de compusi, fara
o separare laborioasd in prealabil.

Cromatografia de gaze este una dintre metodele analitice cele mai populare, suficient
de ieftind, performantd si usor de utilizat. Amestecul de componenti ce urmeaza a fi
analizati este injectat intr-un flux de gaz inert care il transporta printr-o coloana capilard
alcdtuitd dintr-un suport solid, cu peretii acoperiti cu o fazi lichidd. Interactiunea de
absorbtie dintre componentii purtati de fluxul de gaz si stratul ce ,,ciptuseste” coloana
va duce la o separare diferentiatd a componentilor amestecului care vor fi mai apoi pur-
tati in ordine spre detector.

Spectrometrul de masa preia materialul injectat, il ionizeaza in vid inalt, accelereazd
si focalizeaza ionii si produsii lor de fragmentare intr-un analizor magnetic iar apoi ii
colecteazd si mdsoard cu ajutorul unui detector. Din punctul de vedere al identificdrii
unui singur compus, spectrometrul de masa este instrumentul perfect insa nu este la fel
de util cand este vorba de un amestec de compusi.

Cuplajul celor doud aparate intr-un singur sistem GC-MS reprezintd un instrument
capabil sd separe compusii dintr-un amestec, si-i identifice si sa ofere informatii calita-
tive asupra structurii chimice a fiecdrui compus si informatii cantitative [1].
tipuri de componente (Fig. 2.6). Proba este introdusd in gaz-cromatograf cu ajutorul unei
seringi microlitrice care strdpunge un septum de cauciuc siliconic si ajunge in injector.

Injectorul este alcdtuit dintr-un tub metalic prin care circuld eluentul si este
mentinut la temperaturd ridicatd pentru a evapora proba. Acesta contine o insertie de
sticld in care intrd etans coloana cromatografica dinspre cuptor, fixatd cu un inel de
grafit conic. Pentru analize complexe sau de rutind, injectarea poate fi ficuta cu ajuto-
rul unui autosampler, ce realizeaza injectari multiple, injectdri de standarde si spalarea
acului seringii. Divizorul de debit, constand dintr-o camera de vaporizare si omogeni-
zare, reprezintd locul in care proba este divizatd iar surplusul este eliminat. Din injec-
tor, proba este transportatd prin coloana cromatograficd de cétre gazul purtator. Cu
ajutorului unui program de temperaturd controlat printr-un microprocesor, compo-
nentii din amestecul injectat se separd in faza stationard depusd pe peretii coloanei.
Mai existd un modul de interfatd, prin care compusii separati sunt transferati in sursa
de ioni a spectrometrului de masi. Spectrometrul de masa este alcdtuit dintr-o sursd
de ioni, lentile de focalizare, analizor de masd, detector de ioni si un sistem de pompe
de vid. Un sistem de control al datelor va realiza selectia de masd, prin controlul de-
tectorului, si un sistem va procesa datele obtinute.
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Fig. 2.6. Reprezentarea schematicd a cuplajului gaz-cromatograf - spectrometru de masa (sursa:
http://www.chromacademy.com).

In cercetarile noastre am utilizat cromatograful de gaze Trace GC cuplat cu spectro-
metrul de masd Thermo Finnigan GC- MS (DSQ) ( Fig. 2.7). Coloana capilard RTX- 5MS,
cu faza stationard metil fenil polisiloxan, de lungime de 30 m, diametru 0, 25 mm si 0,25
um grosimea filmului fazei.

Cuplajul GC-MS intruneste calititile de separare ideald prin gaz- cromatografie si de
identificare ideald prin spectrometrie de masa.

Au fost elaborate metode calitative si cantitative, prin metoda GC- MS, 1n cadrul La-
boratorului de Gaz Cromatografie si Spectrometrie de Masa, din cadrul departamentului
de Fizicd Biomedicald. Au fost determinati la nivel de nanograme sau picograme com-

pusi bioactivi din plante, utili In sinatatea umana.

Fig. 2.7. Cuplajul GC-MS TRACE DSQ ThermoFinnigan
si autosampler-ul pentru injectare automatd (sursa: poza laborator GC-MS)
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Capitolul III
Validarea metodelor de analiza

Validarea unei metode analitice este procesul prin care se stabileste, prin studii de labo-
rator, dacd acea metodd indeplineste conditiile pentru aplicatiile analitice pentru care a
fost pusi la punct [17, 18]. Aceasta reprezintd o etapd importantd in determinarea repro-
potrivitd pentru a fi utilizata.
Validarea metodelor analitice trebuie efectuatd de citre toate laboratoarele de analiza.
Normele IUPAC (International Union of Pure and Applied Chemistry) mentioneaza
doua tipuri de validare:

« Validarea intr-un singur laborator: atunci cind se verifica viabilitatea metodei inain-
tea unui studiu in colaborare (intre mai multe laboratoare). Aceasta asigurd faptul ci
metoda pusa la punct este utilizatd corect.

» Validarea completa: atunci cand caracteristicile metodei au fost verificate de mai
multe laboratoare, in colaborare.

3.1. Criterii de validare

Principalele criterii de validare sunt cele utilizate si recunoscute de toate laboratoarele
de analizi. Acestea sunt:

1. Specificitatea si selectivitatea

O metoda este specificd dacd este adecvatd unui singur analit in timp ce selectivitatea
reprezintd capacitatea unei metode de a determina cantitativ cu acuratete si specific ana-
litul sau analitii, in prezenta altor compusi.

TUPAC si AOAC (Asociatia Stiintificd Dedicatd Excelentei in Metode Analitice) utili-
zeazd termenul de selectivitate mai mult decat cel de specificitate, pentru metodele care
sunt complet selective, in timp ce USP (United States Pharmacopoeia) si FDA (Food and
Drug Administration) folosesc termenul de specificitate.

Cele mai selective metode de analizd a probelor biologice sunt cele combinate: LC-
UV, LC-MS, GC-MS, GC-FT IR.

Pentru punerea la punct a unei metode de analiza, selectivitatea poate fi cercetata
prin injectarea sau spotarea de etaloane.
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2. Functia de rispuns

Functia de rdspuns a unei proceduri analitice exprima relatia care existd intre rdspuns
(semnal) si concentratia de analit din probd. Functia de rdspuns monoton cea mai simpla
care exprimd aceastd relatie se numeste ,,curbd de calibrare”. Aceastd functie poate fi
liniard, neexistdnd insd nici o obligativitate in privinta aceasta. Este necesar insi ca
functia de rdspuns si fie strict crescitoare sau descrescdtoare pe intreg intervalul (mo-
notoni).

3. Liniaritatea

Liniaritatea reprezinta capacitatea metodei de a obtine rezultate direct sau indirect pro-
portionale cu concentratia analitului din probd, intr-un anumit interval de concentratii.

De obicei, liniaritatea este reprezentatd printr-o dreapta de regresie a valorii masurate
in functie de cresterea concentratiei analitului.

Criteriul de liniaritate se aplicd pentru rezultatele obtinute si anume pentru relatia
dintre concentratia calculatd experimental pe baza functiei de rdspuns si cea introdusd,
calculata teoretic.

Functia liniard de etalonare este datd de ecuatia:

y=ax+b (3.1)

unde a este panta dreptei de etalonare iar b, intersectia cu ordonata la origine.

Metoda statisticd cea mai utilizatd pentru a gisi cea mai buna corelare intre curba de
calibrare si date, este regresia liniard sau metoda celor mai mici pdtrate. Pentru a mdsura
cea mai bund corelare a etalonului la linie, se utilizeaza urmaétorii parametri: coeficientul
de corelatie si eroarea standard a regresiei. Coeficientul de corelatie (r) este o masurd a
asocierii dintre doud variabile si poate lua valori intre —1 si +1 inclusiy, iar pentru lipsa
de asociere, 0. O valoare +1 indicd o relatie liniard perfectd intre semnalul analitic si
concentratie, cu semnalul in crestere, iar o valoare —1 indici o relatie liniard perfectd cu

semnalul in scidere.

4. Exactitatea mediei (BIAS - eroare sistematici)

Exactitatea mediei a unei proceduri analitice reprezintd ingustimea acordului dintre va-
loarea medie obtinutd intr-o serie de mdsurdtori si o valoare care este acceptatd, fie ca

fiind conventional adeviratd, fie ca valoare de referintd acceptatd.

5. Precizia

Precizia reprezintd ingustimea acordului dintre o serie de masurdtori care provin din mai

multe serii ale aceleiagi probe omogene, in conditii identice de lucru.
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Precizia oferd date asupra erorilor intampldtoare si nu are nici o legdturd cu valoarea
adevaratd. Ea aratd de fapt, cat de aproape sunt valorile masurate una de alta, pentru un
numadr de masuratori, in aceleasi conditii.

Precizia este importantd in mod particular atunci cAnd in analiza este implicata si o
etapd de pregdtire a probei.

Se calculeazd urmadtorii parametri care vor ajuta la aflarea domeniului in care se ga-
seste valoarea adevarata:

« Valoarea medie.
« Variabilitatea.

Valoarea medie se calculeazi utilizand formula mediei aritmetice:

n .
X = 2=t (3.2)
n
Variabilitatea se calculeazi prin aflarea deviatiei (abaterii) standard (o):
o= a0 (3.3)

n

Daca setul de date este limitat, valoarea medie este adesea aproximata ca valoare ade-
virati, fiind necesari estimarea abaterii standard. In acest caz, valoarea abaterii standard
(notatd SD - deviatie standard) se calculeaza cu formula:

Z?:l(xi_y)z

n—1

SD = (3.4)

Un alt termen utilizat adesea este coeficientul de variatie (CV) sau deviatia standard
relativd (RSD), exprimatd in procente, cu ajutorul relatiei de mai jos:
RSD(%) =22 . 100 (3.5)
X
Normele elaborate de ICH (International Conference of Harmonization), definesc
precizia ca fiind formata din urmatoarele trei componente:

 Repetabilitate: rezultatele independente sunt obtinute utilizand aceeasi procedurd, pe
probe identice, in acelasi laborator, de citre acelasi operator, cu acelasi echipament
si intr-un interval scurt de timp.

 Precizie intermediard: rezultatele independente sunt obtinute utilizind aceeasi pro-
cedurd, pe probe identice, in acelasi laborator, de citre diversi operatori, folosind
echipamente diferite si intr-un interval de timp dat.

» Reproductibilitate: rezultatele independente sunt obtinute utilizind aceeasi proce-
durd, pe probe identice, in laboratoare diferite, de cdtre diversi operatori si folosind
echipamente diferite.
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6. Acuratetea (exactitatea)

Acuratetea exprimd ingustimea acordului dintre rezultatul unei masuratori si o valoarea
de referintd acceptatd ca fiind adevaratd, numita si ,,valoare adevaratd”. Ea se evalueazd
prin aplicarea metodei de analizd studiatd, la probe cu concentratii cunoscute. Probele
se analizeazd fatd de solutiile etalon corespunzdtoare.

O altd variantd este aceea de a compara rezultatele obtinute prin metoda noud cu cele
obtinute cu o metodd deja cunoscutd, despre care se stie cd prezintd acuratete.

7. Limita de detectie

Limita de detectie reprezintd cantitatea minima dintr-un anumit component ce se poate
pune in evidentd, fatd de o probd martor, cu o anumita limitd de incredere (in general
1%). In metodele cromatografice, estimarea limitei de detectie se efectueazi pe baza ra-
portului semnal/zgomot de fond (linie de baza).

Pentru estimarea limitei de detectie, in general, se considerd acceptabil un raport
semnal/zgomot de 3/1 sau 2/1.

Estimarea limitei de detectie (LOD) se mai poate face si pe baza deviatiei standard si
a pantei dreptei de regresie, utilizind formula:

LOD = 3?" (3.7)
unde o reprezintd deviatia standard iar P, panta dreptei de regresie.

8. Limita de determinare cantitativa

Limita de determinare cantitativd reprezintd cantitatea minima dintr-un anumit compo-
nent identificat ce se poate determina cantitativ, cu certitudine.

Pentru estimarea limitei de determinare cantitativd, in general, se considerd accepta-
bil un raport semnal/zgomot de 10/1. Evaluarea raportului semnal/zgomot se realizeaza
prin compararea semnalelor mdsurate pentru probe cu o concentratie scizutd si cunos-
cutd a analitului si a semnalelor masurate pentru probe martor.

Valoarea estimata trebuie sd fie validatd prin analize independente a unui numadr
adecvat de probe, preparate astfel incat sd contind concentratii aproape de limita de de-
terminare cantitativd.

Limita de determinare cantitativa (cuantificare - LOQ) se calculeazi utilizand for-
mula:

LOQ =3 xLOD (3.8)
unde LOD reprezinta limita de detectie.
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9. Robustetea

Robustetea unei metode analitice se defineste prin méasurarea capacitdtii metodei de ri-
mane neafectatd de variatii mici, deliberate, ale unor parametri.

10. Stabilitatea

Stabilitatea unei metode analitice reprezintd gradul de reproductibilitate a rezultatelor
obtinute pe aceeasi probd, in conditii diferite, precum: laboratoare diferite, analisti di-
feriti, aparaturd diferitd, diferite loturi de reactivi, zile diferite de lucru.

n studiile pe lichide biologice, trebuie cercetatd stabilitatea analitului in mediul bio-
logic precum si eventuala degradare a probei din momentul recoltdrii pAnd in momentul
analizei. Instabilitatea analitului este influentatd de diversi factori, precum: interactiu-
nea cu recipientul, aerul, descompunerea termicd, evaporarea componentilor volatili, fo-
tolizd. Pentru a limita degradarea probei, se poate proceda in urmdtoarele moduri: rici-
rea sau congelarea probei, pdstrarea la loc ferit de lumind, addugarea unor agenti
stabilizanti, ajustarea pH-ului, derivatizarea, utilizarea unor inhibitori enzimatici. O va-
lidare completd este necesara pentru a trece de la faza de dezvoltare a unei proceduri la
faza de utilizare in rutind.
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Capitolul IV
Analiza prin GC-MS si dilutie izotopica

a aminoacizilor si acizilor grasi din vinuri

4.1. Aminoacizii

Aminoacizii sunt compusi organici care contin in molecula lor gruparea amino (NH,),
gruparea carboxil (O=C—OH), gruparea CH si un radical care le conferd specificitate.
Aminoacizii sunt constituentii fundamentali ai materiei vii. Prin combinarea lor se for-
meaz3 proteinele. In componenta proteinelor intrd 20 de aminoacizi, prezenti in toate
organismele vii. Acestia sunt:

j’\ j’\ |0 00- Z 0 o)

- = N - _ - - N
oo Mo /\]1)&0 Wi jign S
NH, NH, NH, NH,

NH,
a)
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C,H,NO, CH,NO, CH,NO, C/HNO, CgH,.NO, CeH,sNO,
| 0 o
OH g S NH, §
~ -
I 0 o No 0 sn’\H 0
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b) NH NH NH
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o ~F NH, OH NH, N—  NH;
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Fig. 4.1. Structura chimici, formula si masele moleculare pentru cei 20 de aminoacizi proteinoge-

nici (pH = 7):
a) aminoacizi cu catena laterald nepolara;

b) aminoacizi cu catena laterald avand gruparea polard neincércata electric;

¢) aminoacizi cu catena laterald aromatic;

d) aminoacizi cu catena laterald avand gruparea polard incarcaté electric negativ;

e) aminoacizi cu catena laterald avand gruparea polara incércatd electric pozitiv [19].

Tabel 4.1. Aminoacizii esentiali si ne-esentiali pentru om [20].

Aminoacizi esentiali

Aminoacizi ne-esentiali

Histidina
Izoleucina
Leucina
Lizina
Metionina
Fenilalanina
Treonina

Arginina
Asparagina’
Acidul aspartic
Cisteina”
Acidul glutamic
Glutamina
Glicina
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Triptofan Prolina

Valina Serina
Tirozina’
Alanina

‘-esential pentru nou-nascuti.
*-conditional-esentiali (sinteza cisteinei si a tirozinei depind de concentratia de metionind, res-
pectiv, fenilalanind din organism).

Dintre acestia, 9 sunt esentiali (valina, leucina, izoleucina, triptofanul, histidina, fe-
nilalanina, metionina, lizina si treonina); ei nu pot fi secretati de organismul uman si
trebuie introdusi din afard, prin alimentatie.

Pentru ca organismul si fie in stare sd utilizeze in mod cat mai eficient proteinele,
este nevoie ca toti aminoacizii s se gdseascd in proportii corespunzatoare. Distributia
lor cantitativa si calitativd intr-o proteina determind valoarea nutritiva si functiile ei me-
tabolice in organism.

Lipsa ori prezenta in cantitate insuficientd a oricdrui aminoacid va reduce in mod
proportional eficacitatea celorlalti.

Aminoacizii sunt folositi in medicina la prepararea unor medicamente, in suplimente
nutritive cu aminoacizi esentiali, in arome, ca antioxidanti In conserve si bauturi. Rolul
lor fiziologic este deosebit. Acidul glutamic este important in dezintoxicare, glutamina e
utild in oboseald sau depresie. Glicina intervine in sinteza hemoglobinei ca precursor al
glutadionului, cu acidul colic dd sdruri biliare utile in digestie. Serina e precursor al ce-
falinei si sfingomielinei. Arginina trece in ornitind care permite sinteza spermidinei si
sperminei, prolamine factori de crestere. Tirosina formeazi triiodotironina si tiroxin,
hormoni tiroidieni, fiind importantd in eliminarea dereglajelor tiroidiene. Tirosina par-
ticipd la sinteza adrenalinei si noradrenalinei, cu rol important in echilibrul psihic. Trip-
tofanul trece in serotonind, un vasoconstrictor puternic, neurotransmitator al sistemului
nervos central.

Au fost mentionati in special aminoacizi care nu se gisesc intotdeauna in cantitati
suficiente in alimentatia zilnica [21].

4.2. Acizii grasi

Lumea medicald s-a confruntat cu numeroase mituri dintre care face parte si cel potrivit
cdruia grasimile sunt ddundtoare. Anumite grasimi insd, precum sunt acizii grasi poli-
nesaturati omega-6 si omega-3, joacd un rol deosebit de important in ceea ce priveste
sdndtatea, actiunea lor puternica fiind asemandtoare cu cea a hormonilor [21]. Acestia
sunt numiti astfel dupd pozitia primei legdturi duble din lantul de carbon. Grasimile
polinesaturate fac parte din categoria elementelor nutritive esentiale — necesare pentru
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supravietuire dar care nu pot fi sintetizate de cédtre organism si au fost denumite acizi
grasi esentiali. La temperatura camerei, starea lor de agregare este lichidd, fapt ce justi-
ficd denumirea lor de uleiuri si nu de grasimi.

Figura 4.2 prezintd cateva exemple de acizi grasi saturati, trans, mononesaturati si
polinesaturati. Spre deosebire de structura liniard si rigidd a grasimilor saturate, struc-
tura acizilor grasi polinesaturati este inclinatd, rdsucitd si flexibila.

c) 0

Fig. 4.2.

a) Acidul miristic (acid gras saturat);

b) Acidul elaidic (acid trans nesaturat);

¢) Acidul oleic (acid gras mononesaturat din clasa omega-9);

d) Acidul eicosapentaenoic (EPA, acid gras polinesaturat din clasa omega-3);
e) Acidul docosahexaenoic (DHA, acid gras polinesaturat din clasa omega-3);
f) Acidul arahidonic (acid gras polinesaturat din clasa omega-6).

Sursa: www.wikipedia.org
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Acizii grasi saturati sunt in general solizi la temperatura camerei si sunt cei mai sta-
bili din punct de vedere chimic [21]. Surse de acizi grasi saturati sunt carnea provenita
de la pdsdri, vaci, vitei, miei, porci, untura, lactatele, precum untul, smantana, laptele,
branza, alimentele procesate, precum prdjiturile si biscuitii. De asemenea, uleiul de co-
cos si de palmier contin acizi grasi saturati in proportii considerabile. Utile in industria
alimentard, aceste grasimi si uleiuri pot contribui insd la aparitia bolilor arteriale coro-
nariene. Cei mai periculosi pentru sdndtate sunt acizii grasi trans, care se gdsesc in mar-
garind si in alte alimente sintetice. Acesti acizi grasi sunt produsi chimic prin hidroge-
nare. Noile legituri chimice sunt mai stabile decat in cazul acizilor grasi saturati iar
riscul aparitiei bolilor coronariene este mult mai mare decat in cazul grasimilor saturate.
Numeroasele dovezi stiintifice existente au determinat ca American Heart Association sd
aprobe folosirea acizilor grasi nesaturati, atat in forma mononesaturata cat si in forma
polinesaturatd, considerdndu-i substituenti mai sdnatosi ai grasimilor saturate. Uleiurile
obtinute din rapitd, masline, arahide si avocado contin cantitdti mari de lipide mono-
nesaturate. Uleiurile cu un continut ridicat de lipide polinesaturate sunt cele derivate
din uleiul de sofran, uleiul de peste, din semintele de in si de floarea soarelui etc.

Acizii grasi omega-3 se gisesc in peste si in cateva plante rare, dar comestibile. Ei sunt
produsi numai in plante iar cele mai bogate surse de acizi grasi omega-3 din oceane si
ape dulci sunt algele. Surse de acizi grasi omega-6 din dieta noastrd sunt uleiurile vege-
tale si cele din seminte.

Odatd consumati si absorbti de citre organism, acizii grasi omega-3 si omega-6 vor
trece printr-o serie de transformdri biochimice desfdsurate pe doud cdi importante. Prin
prima cale, acestia sunt incorporati in membranele celulelor. Prezenta lor aici va deter-
mina cresterea fluiditdtii membranare. Prin a doua cale, acizii grasi esentiali sunt con-
vertiti in substante numite eicosanoizi - termen ce inglobeazd cateva clase de molecule
semnalizatoare, dintre care cele mai importante sunt prostaglandinele. Prostaglandinele
mediazd procesul inflamator — un mecanism ce luptd impotriva infectiilor, vindecd ra-
nile, cu numeroase functii in ceea ce priveste sistemul imunitar, sistemul cardiovascular
si la nivelul creierului, in special in regiunile care controleazi dispozitia [21, 22]. In cazul
ideal, acizii grasi omega-6 lucreazd in tandem cu acizii grasi omega-3. La echilibru, deri-
vatii eicosanoizi antiinflamatori, produsi de acizii grasi omega-3, mentin controlul asu-
pra derivatilor eicosanoizi puternic inflamatori, produsi de acizii grasi omega-6. Acest
lucru explicd faptul cd, pentru o sdnitate optima, acizii grasi omega-3 si omega-6 trebuie
consumati in cantitati aproximativ egale (ideal, 1:1). in dieta moderni ins3, cantitatea de

acizi grasi omega-6 este de 10 pand la 20 de ori mai mare decit cea de omega-3.
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4.3. Vinul si efectele sale benefice asupra organismului uman

Din cele mai vechi timpuri se cunosc proprietitile terapeutice ale strugurilor. Surplusul
de radicali liberi din procesul de imbdtranire e contracarat de antioxidantii, care se gasesc
in semintele si pielita strugurilor impiedicand formarea acestora. Strugurii contin vita-
mine, minerale, celuloza, proteine, importante pentru sinitatea omului ceea ce face ca
strugurii sa fie un element pretios pentru séndtatate, un remediu in foarte multe boli.

Coaja
*Antociani
*Proantocianidine
*Compusgt aromatici

Pulpa
*Apa
*Acizi organici
*Zaharuri
*Compu st aromatict

Seminte
1 *Proantocianidine

Distributia principalelor componente in struguri, importantd pentru calitatea vinului
(Coombe B.G., 1987): Coaja, Pulpa, Seminte.

O multitudine de compusi biologic activi din struguri au proprietati radioprotectoare,
bactericide, antioxidante, neurostimulatoare, de tonifiere, proprietdti functionale. Bio-
flavonoide, zaharuri, acizi, pectind, acizi organici, vitamine C, A, B1, B2, B5, B6, B9, E,
PP, natriu, calciu, fosfor, magneziu, fier, zinc,cupru, siliciu si multe altele, etc. [23]

Vinul este o bduturd importantd si este consumat de om de mii de ani. Obtinut din
struguri, vinul are o multitudine de efecte benefice datoritd compozitiei chimice foarte
inruditd cu fructe si plante. Roméania are o traditie in productia viti-vinicold, aflindu-se
pe locul 12 in topul productiei mondiale de vin si al saselea producitor de vin din Uniu-
nea Europeana. [24]

In Romania, existi cateva podgorii recunoscute care oferd produse de inalti calitate.
Una dintre ele este Podgoria Tarnave-Jidvei, care are patru fabrici: Jidvei, Blaj, Bdlcaciu
si Tduni [25]. Existd diferite elemente care influenteazd compozitia, gustul, aroma si pro-
prietdtile vinurilor. Soiurile de struguri, originea geograficd, conditiile meteorologice si
factorul uman sunt cele mai importante [26]. In literatura de specialitate, pentru clasifi-
carea si compararea vinurilor se utilizeaza studii bazate pe caracterizarea componentelor
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(compusi fenolici, aminoacizi, compusi aromatici) [27-29]. Foarte importanti sunt si mi-
cronutrientii din alimente.

Aminoacizii joacd un rol important in nutritia umana. fn multe alimente, nivelul
aminoacizilor esentiali dicteazi valoarea lor nutritiva. Volatilele, aminoacizii, acizii grasi
influenteazd gustul vinului. Activitatea antioxidantd reflectd valoarea sdnitoasd a vinu-
lui. Aminoacizii din vin au o influentd considerabild asupra calitdtii si gustului vinului,
fiind o sursa de nutrienti pentru fermentarea drojdiei [30]. Profilul aminoacizilor din vin
poate fi utilizat pentru a clasifica si diferentia vinul dupa varietate si origine geografica
[26]. Profilul volatil al vinurilor este legat de aroma, gustul si varietdtile de vinuri [31].
Compozitia volatild depinde si de originea geografici, de climi si de viticulturd, fiind un
indicator important pentru caracterizarea vinului [32]. Acizii grasi sunt componente mi-
nore care se gdsesc in vinuri, dar compozitia acizilor grasi poate influenta aroma si gustul
vinului [28]. Compusii fenolici sunt constituenti importanti, antioxidanti naturali, gasiti
in vin, cu o influentd majord asupra valorilor senzoriale, culorii si gustului [33]. Vinul
este o sursd naturald de antioxidanti si se dovedeste a avea beneficii importante pentru
sdnitate intr-o dietd echilibrati [34,35].

Scopul studiului nostru a fost compararea si caracterizarea a sase vinuri albe produse
in anul 2014, din struguri cultivati in Podgoria Blaj, zona Tarnave, Transilvania.

4.4. Obiectivul studiului

In cadrul acestui experiment s-a urmirit compararea aminoacizii liberi si compusii vola-
tili din sase vinuri albe din podgoria Blaj care s-au comparat si cu alte doud vinuri roma-
nesti, unul alb si altul rosu: Feteascd Regald de Jidvei si Feteascd neagrd de Sdmburesti.
S-au dezvoltat sau adaptat metode de analizd calitativa si cantitativd a aminoacizilor si
acizilor grasi. Rezultatele au ardtat putine diferente intre vinurile analizate. In ceea ce
privesc compusii volatili, principalii compusi au fost 2-feniletanolul, monoetil esterul aci-
dului succinic si 4-hidroxifeniletanol. Toate vinurile albe din Blaj contin o cantitate mare
de prolind in comparatie cu alti aminoacizi $i aminoacizi esentiali importanti. Metoda
GC-MS s-a dovedit a fi o metoda excelentd pentru caracterizarea vinului.

4.5. Materiale si metode

4.5.1. Reactivi si probe biologice

Standardele de aminoacizi, anhidrida trifluoroaceticd, clorura de acetil si rdsina schimba-
toare de ioni Dowex 50W-X8 provin de la firma Fluka (Buchs, Elvetia). Glicina marcatd
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cu N (“"Gly, 98.98%) a fost produsi prin sintezd chimic la Institutul National de Cerce-
tare-Dezvoltare pentru Tehnologii Izotopice si Moleculare (INCDTIM, Cluj-Napoca). Ce-
ilalti reactivi utilizati provin de la firma Merck (Darmstadt, Germania). Vinurile albe pro-
duse in anul 2014 (Feteascd Regald, Blasius, Neuburger, Traminer, Muscat Ottonel,
Selena) au fost procurate dintr-o podgorie din Blaj, Transilvania, celelalte din comert.

4.5.2. Extractia aminoacizilor si a acizilor grasi din vinuri

Aminoacizii au fost extrasi din 100 mL de vin. Cantitatea de vin a fost pipetatd intr-o
coloand (4 X 40 mm), la baza cdreia s-a depus intotdeauna aceeasi cantitate de rasina
schimbitoare de ioni Dowex 50W-8W (forma H"). 50 ug de glicind marcati cu "N ("™ Gly)
s-au addugat in fiecare probad (100 mL), ca standard intern. Solutia colectatd a fost uscata
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 utilizind 100 ul de butanol:
clorurd de acetil (4: 1 v: v), timp de o ord la 110 °C, urmatd de o trifloracetilare a functiei
aminice utilizand 100 ul 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
apd/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 re-
petatd cu 0,4 ml de cloroform.

Faza inferioard de cloroform care contine acizii grasi extrasi a fost apoi uscatd intr-un
curent de azot, la 60 °C. Lipidele s-au transformat corespunzétor In esteri metilici ai aci-
zilor grasi prin esterificarea functiilor carboxilice cu 100 ul metanol: clorurd 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 ul diclormetan. 10 pg de C11: 1 a fost addugata la fiecare
probd 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 centri-
fugate (5800 rpm) timp de 3 minute. Supernatantul a fost colectat si 1 ul a fost injectat in
GC/MS. [36]

4.5.3. Reactii de derivatizare

4.5.3.1. Derivatizarea aminoacizilor

In cromatografia de gaze, analiza compusilor se realizeaza in fazi de vapori. Un numir
mare de compusi sunt insd prea putin volatili, respectiv polari, pentru a putea fi analizati
prin cromatografie de gaze. Prin anumite procedee chimice, ei pot fi modificati astfel
incat sd devind mai putin polari, respectiv, mai volatili.
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In cazul compusilor cu functiuni mixte, precum sunt si aminoacizii, analiza lor prin
cromatografie de gaze presupune adesea derivatizdri multiple. Alegerea reactivului de
derivatizare se face in functie de gruparea functionald care trebuie derivatizata.

In acest experiment, pentru aminoacizi s-a realizat o dubli derivatizare. Mai intai a avut
loc o reactie de esterificare cu 100 uL 3M HCI in butanol, timp de o ord, la 110 °C. Esterii
sunt nepolari si volatili, pretdndu-se foarte bine analizei prin cromatografie de gaze.

Dupd récire si evaporare la sec in flux de azot, a urmat o reactie de trifluoroacetilare
a esterilor cu 100 uL anhidridd trifluoraceticd, timp de 20 minute, la 80 °C. Reactia de
trifluoroacetilare are ca rol reducerea polaritdtii gruparii amino.

Amestecul a fost evaporat la sec, in flux de azot, la gheatd. S-a addugat acetat de etil
si 1ul s-a injectat in gaz-cromatograf.

Se lucreazd cu un exces de reactiv pentru ca reactia sd fie completd. De aceea, dupd
derivatizdri, reactivul rimas trebuie indepartat.

Schema reactiei de derivatizare a aminoacizilor este prezentatd in Figura 4.3.

0y, O~ __CH

He” """ oH 0. o oH
R HC | T TRAR et
GH, "oH — — NH
i _CH. F
NH, R MH; Q

Fig. 4.3. Reactia de derivatizare a aminoacizilor.

4.5.3.2. Derivatizarea acizilor grasi

In cele mai multe cazuri, acizii grasi sunt analizati in cromatografia de gaze sub forma
esterilor lor metilici.

Dupd extractie, probele de acizi grasi au fost supuse esterificarii, dupd evaporarea lor
la sec la 60 °C, in flux de azot. Ca agent de esterificare s-a folosit 3M HCI in metanol.
Reactia de esterificare a avut loc la 80 °C, timp de 20 minute. Dupd récire, excesul de
reactiv s-a indepdrtat prin evaporarea la sec in flux de azot. Esterii metilici au fost apoi
dizolvati in clorurd de metilen, addugindu-se 10 pg de C11:1 (standard intern) si au fost
injectati in gaz-cromatograf.

4.5.4. Aparatura experimentali

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 capilard Rtx-5MS (30 m
X 0.25 mm, grosimea filmului: 0.25 pum).
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Fig. 4.4. GC-MS cu autosampler.

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

Urmadtoarele conditii de functionare ale spectrometrului de masd au fost aceleasi pen-
tru compusii investigati: temperatura liniei de transfer: 250 °C, temperatura sursei de
ioni: 250 °C, ionizarea s-a realizat prin impact electronic (energia electronilor: 70eV) iar
intensitatea curentului de emisie a fost de 100 HA. Spectrometrul de masi a functionat
in modul SCAN, in domeniul de masa: 30-520 u.a.m.

4.5.5. Calculul cantitativ al aminoacizilor

15N-

Glicina a fost determinatd prin metoda dilutiei izotopice. S-a addugat 50 ug de ™ Gly in

fiecare probd de 100 mL de vin, inainte de extractie.

Addugarea unui standard intern marcat izotopic, analog al aminoacidului de interes,
compenseazd pierderile de probd care pot avea loc pe parcursul prelucrdrii acesteia,
deoarece pierderile de standard marcat izotopic si de compus analog sunt aceleasi [37].

14N-

Din compararea ariilor picului de la masa m/z 154, pentru  Gly (glicina naturald) si

15N-

155 pentru " Gly si cunoscand cantitatea de standard intern addugatd, se determind can-

titatea de glicind din probe (Fig. 4.5).
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Fig. 4.5. Spectrul de masi suprapus al ““Gly + " Gly, sub formi derivatizati
(n-trifluoroacetil N-butil ester, M = 301 si respectiv M = 302).

Fractiile abundentelor izotopice ale glicinei si ale izotopomerului sdu marcat cu “N
au fost calculate din rapoartele izotopice determinate experimental.

Contributiile izotopice pot fi descrise print-un set de ecuatii liniare simultane, cu
forma generala [1, 18]:

Ix = zx:i,j AIX] (41)

unde I, reprezintd abundenta izotopica relativd a ionului x, A; reprezintd contributia
fiecdrei specii izotopice la fiecare masa din domeniul inregistrat, iar X; este abundenta
fractionald necunoscutd.

Exprimand setul de ecuatii simultane in notatie matriciald, abundenta relativd a fie-
carei specii izotopice (A4;) a fost calculata pentru cei doi ioni m/z 154 si m/z 155.

I = AX, (4.2)
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unde A este matricea abundentei (M X N) care contine contributia fiecarei specii izoto-
pice, I este vectorul intensitatilor masurate, iar X este vectorul cantititii compusilor izo-
topici.

Solutia setului de ecuatii a fost obtinutd prin metoda celor mai mici pétrate astfel:

X =(ATA) P ATT (4.3)
unde AT este transpusa matricei A iar ridicarea la puterea -1 semnificd inversa matricei-
produs (AT A).

Notand:

P:=[(A'A — 1)AY] (4.4)

si B matricea normata
Q:=BXP (4.5)

se pot calcula in programul Excel concentratiile glicinei din probe.
Matricea Q normalizatd [1] va avea termenii:

X;,j:=100-Q; j/Q; o (4.6)

Concentratia probei (termenii Z; ; ai matricii Z) se obtine construind matricea de ter-
meni:

Yiji=0Q;;Qix 4.7)

(termenii Q; , reprezintd standardul intern addugat si masurat prin MS), si calculand
termenii:

Zi,j: =Y i,j° Stdi/VOli (48)

Std; si Vol; sunt termenii unor matrici vector reprezentind cantitatea de standard
intern addugatd si volumul de vin pentru care s-a facut analiza.

Este de dorit ca matricea abundentei izotopice sd fie determinata din spectre de masi;
aceasta poate fi mésuratd experimental pentru probe de compusi puri si standarde in-
terne. Se utilizeazd spectrele normate ale speciilor izotopice si intensititile observate
pentru calculul raportului izotopic si calculul matricial.

Matricea A corectatd si folositd in calculul glicinei a), precum si matricea pseudoin-
versd b), sunt prezentate in figura 4.6.

Pentru glicina din proba de vin, pe coloana [M] reprezentand ionul m/z 154, se afld
contributia naturald a izotopilor “C si “N: 95 atom%. Pentru glicina marcati cu "N, pe
coloana [M+1] reprezentand ionul m/z 155, este prezentd atat contributia ™ Met (99%
atomi "N) cét si contributia izotopului “C. Corectia contributiei izotopului “C la [M+1]
este corectia importantd care se face in programul de calcul matricial in Excel.
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Gly [M] [M+1] Gly [M] [M+1]

n.a. 095 0.05 na. 1.06 —0.06
N 0.06 0.94 N —-0.07 1.07
a) b)

Fig. 4.6. a) Matricea A corectat; b) Matricea pseudoinversd (A™),
unde n.a. semnificd abundenta izotopica naturald,
[M] si [M+1] sunt intensititile ionilor din spectrul de masa al glicinei.

Ceilalti aminoacizi au fost calculati in functie de cantitatea de standard intern (in
cromatogramad glicina reprezintd suma dintre glicina din probd determinat prin calcul
matricial si standardul intern addugat) si tindnd cont de factorii de rdspuns [38] sau uti-
lizdnd drepte de regresie. Folosind solutii etalon de aminoacizi, s-au determinat factorii
de rdspuns pentru fiecare aminoacid, care au fost necesari pentru corectia raspunsului
dat de detector in cromatograma (pentru detector spectrometru de masé, cromatograma
este datd de TIC = curentul total de ioni) - cu ajutorul formulei:

F, =24 (4.9)

mi/mj

unde F; sunt factorii de raspuns, m; este cantitatea corespunzitoare compusului i, m;
este cantitatea corespunzitoare compusului j (reprezentind standardul intern) iar A; si
Aj sunt ariile compusilor i si j.
Aminoacizii din probele de vin au fost calculati cu ajutorul formulei [39]:
Aj
FpAj

m;(ug) = m;(ug) (4.10)

unde F; sunt factorii de raspuns calculati cu ajutorul standardelor, m; este cantitatea de
corespunzdtoare compusului i, m; este cantitatea corespunzdtoare compusului j (repre-
zentand standardul intern) iar A; si A; sunt ariile compusilor i §i j.

4.5.6. Calculul cantitativ al acizilor grasi

20 pg de acid undecaenoic (C11:1) au fost addugate fiecdrei probe, ca standard intern,
dupai derivatizare. Calcularea acizilor grasi s-a realizat cu ajutorul urmatoarelor formule
[40]:

_ AvAj

F=— s (4.11)
miji/
FijxA;
C;(% masi) = —AX’ X 100, (4.12)
Zi(s)
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unde C; este cantitatea de compus i, F; sunt factorii de rdspuns calculati cu ajutorul stan-

dardelor de acizi grasi, m ;j este cantitatea de standard intern, A; si A j sunt ariile picurilor

isij, F; este factorul de rdspuns corespunzitor compusului i.

4.6. Rezultate si discutii

in total s-au identificat si determinat 17 aminoacizi, iar metoda a fost validata utilizind

aminoacizi etalon in 0.1 N HCI. Pentru solutiile etalon s-a aplicat aceeasi metoda de de-

rivatizare ca si pentru aminoacizii extrasi din probele de vin. Precizia a fost de 20% (DSR),

exceptie ficand arginina, cisteina si tirozina, iar limita de detectie (LOD) a fost de 10 ng

pentru fiecare aminoacid.
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Fig. 4.7. Cromatograma unui amestec etalon de aminoacizi
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Ordinea de elutie a aminoacizilor dintr-o probd de vin a fost urméitoarea: alanind
(Ala), glicind (Gly), treonind (Thr), serind (ser), valind (Val), leucind (Leu), izoleucina
(Ile), cisteind (Cys), acid y-aminobutiric (GABA), prolind (Pro), metionind (Met), acid
aspartic (Asp), ornitind (Orn), fenilalanina (Phe), tirozina (Tyr), lizind (Lys), acid gluta-
mic (Glu), histidind (His) (Fig. 4.7).

Dreptele de regresie si coeficientii de corelatie (r) pentru fiecare aminoacid studiat
sunt prezentate in tabelul de mai jos. Pentru majoritatea aminoacizilor s-au obtinut pa-
rametri de liniaritate buni (r > 0.990). Limita de detectie a fost de 10 ng.

Glycina a fost determinatd prin calcul matricial si cu ajutorul dreptei de regresie. Pen-
tru stabilirea cantitativd a glicinei, au fost mésurati ionii m/z 154 si m/z 155 din spectrele
de masa ale glicinei nemarcate, respectiv marcate cu “N.

Dreapta de regresie a glicinei (Gly) s-a construit prin reprezentarea raportului ariilor
ionilor m/z 154 si m/z 155 in functie de cantitatea de Gly (Figura 4.8).

Tabel 4.2. Ecuatiile dreptelor de regresie
si coeficientii de corelatie pentru aminoacizii etalon

Amino acid Regression curve r

Alanine (Ala) y=1.017x+ 12.567 0.991
Glycine (Gly) y=1.0682x + 13.166 0.996
Threonine (Thr) y=1.1285x + 15.058 0.992
Serine (Ser) y=1.1041x + 12.72 0.995
Leucine (Leu) y =1.0044x + 16.09 0.995
Isoleucine (Ile) y=0.8507x + 12.37 0.994
Valine (Val) y=1.5124x - 13.434 0.980
Cysteine (Cys) y=0.1667x - 6.512 0.940
Gama-aminobutiric acid(GABA) y=2.207x - 8.8747 0.980
Proline (Pro) y=1.0331x +20.49 0.991
Hydroxyproline (Hy-Pro) y=1.3504x - 4.257 0.993
Ornitine (Orn) y =0.7645x + 8.7581 0.997
Phenylalanine (Phe) y =0.6542x +26.844 0.978
Tyrosine (Tyr) y=10.3209x - 5.2564 0.973
Lysine(Lys) y=1.2868x - 10.384 0.978
Histidine (Hys) y=0.6916x - 10.196 0.957
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Fig. 4.9. Compararea celor doud metode aplicate pentru calcularea glicinei cu dreapta de regresie

si prin calcul matricial

Cu ajutorul bibliotecii de spectre NIST, au fost identificati urmaétorii acizi grasi: acidul
palmitic (C16:0), acidul linoleic (C18:2), acidul stearic (C18:0).
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Calcularea acizilor grasi s-a facut cu ajutorul formulelor (4.7) si (4.8). Tabelul 4.3 pre-
zintd acizii grasi identificati. Concentratiile au fost exprimate in procente de masd din
totalul de acizi grasi.

Tabel 4.3. Acizii grasi (%masa din totalul de acizi grasi) Ty - timp de retentie;

Acizi grasi TR Medie + DS (%masi)
acid hexadecanoic (C16:0) 22.27 20,33 +4.53

acid 9,12 octadecadienoic (C18:2) 24.28 8,79 + 2.04

acid octadecanoic (C18:0) 24.62 6,86 + 0.62

Y SFA' 27,19

> UFA’/X SFA 2,68

“SFA: acizii grasi saturati C16:0, C18:0; bUFA: acizii grasi nesaturati: C18:2,
SFA - acizi grasi saturati (saturated fatty acids);
UFA- acizi grasi nesaturati (unsaturated fatty acids);

RT: 9.26 - 31.52

B NL:
7 2116 1.15E8
100; TICF: MS
B Pro AA1_FetRe
95 gB

©
o
1l 1l

®
o
Ll

Relative Abundance
w w » (9] [9)] (2] (2] ~ ~ o
o (5] (4] o (3] o (3] o (9] o

N
a

Glu

N
o

ey
o
v b e e T b v e e Beve P b v e e b

Gly

Ala Asp

-
o

Leu
Thoal Phe Lys

12.92 26.99

12.25 17.34 _21.27
10.08 hfL 1436 1625 ) 19.49 2200 2344 55 48 hn 29.88

i Y
L L B O e B O O B N B O B B B I B B B B B B

10 12 14 16 18 20 22 24 26 28 30
Time (min)

-
o

o

o

Fig. 4.10. Cromatograma de separare a aminoacizilor din Feteasca Regala Blaj
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Fig. 4.11. Cromatograma de separare a aminoacizilor din vinul Selena. Blaj

Dupa cum se poate observa, prolina este principalul aminoacid gésit in probele de vin.

Au fost studiate sase vinuri albe din podgoria Blaj (Feteasca regald, Blasius, Neubur-
ger, Traminer roz, Muscat Ottonel, Selena). S-au comparat caracteristicile lor fizico-chi-
mice si aminoacizii liberi. In cazul aminoacizilor au fost derivatizati in esteri trifluoraceti-
lici pentru a imbunititi volatilitatea si pentru o mai bund separare. Continutul in
aminoacizi este influentat in principal de soiurile de struguri, originea geografic si starea
de fermentatie. Aminoacizii dominanti identificati in vinuri au fost prolini (15,7 mg/ml
in Blasius), acid glutamic, acid aspartic, acid gama-aminobutiric, alanind, glicind si lizina.
Prolina este principalul aminoacid din probele de vin, eliberat in fermentatii, fiind un
produs intermediar in degradarea argininei [41]. Concentratiile ridicate de prolind in vin
se datoreazd faptului cd microorganismele de drojdie nu consuma acest aminoacid. Argi-
nina nu a fost gésitd in vin deoarece este consumatd 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 Roz Blaj). Aminoacizii esentiali (EAA) au avut valori cuprinse intre
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0,45 mg/ml (Neuburger) si 1,44 mg/ml (Traminer Roz). Acizii grasi prezenti in vinuri au
fost mai mici de 20 pug/ml, acidul stearic, acidul palmitic si acidul linoleic fiind dominanti.
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Fig. 4.12. Cromatogramele de separare comparative ale aminoacizilor

O comparare a aminoacizilor din sase tipuri de vin diferite, este prezentat in Tabelul
4.1. in care sunt comparate valorile aminoacizilor liberi intalniti. Aminoacizii esentiali
sunt marcati cu *.
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Tabel 4.4. Compararea valorilor aminoacizilor liberi intalniti in vinurile studiate

. Traminer = Muscat Feteasca
Selena = Neuburger  Blasius . .
Roz Otonel = Regala Blaj

Vin Blaj Vin Blaj VinBlaj VinBlaj @ Vin Blaj Vin Blaj

AA mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
1 Ala 0,28 0,24 0,17 0,76 0,45 0,15
2 Gly 0,20 0,19 0,19 0,85 0,31 0,08
3 Thr* 0,05 0,04 0,08 0,10 0,06 0,03
4 Ser 0,04 0,03 0,04 0,10 0,07 0,02
5 Val* 0,06 0,04 0,07 0,12 0,10 0,04
6 Leu* 0,13 0,07 0,17 0,26 0,15 0,12
7 Ile* 0,05 0,03 0,05 0,06 0,07 0,03
8 GABA 0,09 0,27 0,13 0,89 0,42 0,05
9 Pro 13,50 10,35 15,69 12,92 16,14 8,55
10 Met* 0,02 0,01 0,07 0,03 0,04 0,03
11 Asp 0,16 0,17 0,28 0,39 0,36 0,14
12 Phe* 0,08 0,06 0,12 0,12 0,14 0,07
13 Orn 0,16 0,08 0,65 0,28 0,69 0,04
14 Glu 0,65 0,61 0,59 1,39 1,72 0,44
15 Lys* 0,36 0,21 0,45 0,74 0,42 0,34
16  Tyr 0,09 0,07 0,15 0,14 0,22 0,07
17 His*
Tabel 4.5. Cantitatea de aminoacizi liberi totali
si aminoacizi esentiali si raportul acestora
Selena  Neuburger  Blasius Traminer | Muscat Fetea;tsca .
Roz Otonel = Regala Blaj
TAA 15,92 12,46 18,90 19,16 21,35 10,20
EAA 0,75 0,45 1,01 1,44 0,98 0,65
EAA/TAA 0,05 0,04 0,05 0,08 0,05 0,06
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Fig. 4.13. Aminoacizii liberi in vinurile romanesti
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Fig. 4.14. Raportul dintre aminoacizii esentiali si aminoacizii totali
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Fig. 4.15. Compararea aminoacizilor esentiali (mg/g)
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Fig. 4.16. Compararea aminoacizilor din vinuri albe de Blaj
cu unul de Jidvei si vin rosu Feteasca neagrd ( mg/g)

In Fig. 4.16 este evidentiatd cantitatea mare de prolind, important aminoacid esential,
in vinurile studiate, explicatd prin degradarea argininei in prolind in tehnologia de fer-
mentatie (Ciéncia Téc. Vitiv. 30(2) 84-93, 2015).

Extractele volatile de vin au dat compusi foarte asemandtori. Compusii principali de-
terminati au fost 2-feniletanolul (21,5% — Muscat Otonel pand la 45,76% — Neuburger),
monoetil esterul acidului succinic (17,29% — Neurger la 37,4% - Blasius) si 4-hidroxife-
niletanol (6,7% in Muscat Otonel pani la 15,37% Feteasca Regald). [11]

2-Phenylethanol
relative concentration
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Fig. 4.17. Concentratia relativd a 2-feniletanolului in diferite vinuri din zona Blaj
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Fig. 4.18. Separarea cromatografici si identificarea prin GC/MS a compusilor volatili din vin
(Neuburger)
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Fig. 4.19. Activitatea antioxidantd in vinurilor studiate
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Se stie cd flavonoidele care se gdsesc in pielea strugurilor, sunt foarte sindtoase, dar
dau gust amar vinului [43]. De aceea producitorii 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
scazute de flavonoide din struguri albi. Toate vinurile albe studiate au o cantitate mica
de flavonoide, cea mai mare cantitate fiind gdsitd in vinul Selena 8,96 mg QuE/L.

Activitatea antioxidanti a vinurilor studiate, efectuatd prin metoda DPPH (2,2 dife-
nil-picril-hidrazil), s-a comparat cu cea a citorva vinuri rosii; Feteascd neagrd de Sambu-
resti, Siria Arad Salard Bihor (vin de casd), Vin de Odobesti (Fig. 4.19). Se observa cd
tehnologia de vinificatie se reflectd in capacitatea antioxidantd a acestora.

4.7. Concluzii

Metoda de analizd dezvoltatd in acest experiment prezintd parametri de validare buni
(precizia < 20% DSR, LOD < 10 ug/mL, 10 ng injectate). Aminoacizii sunt importanti
pentru mirosul si aroma vinului, fiind implicati Tn metabolismul drojdiilor. Toate vinu-
rile albe din Blaj contin o cantitate mare de prolind in comparatie cu ceilalti aminoacizi.
S-au comparat aminoacizii esentiali importanti. Traminer Rose, Feteasca Regala de Jid-
vei, Blasius, Muscat Otonel au avut cantitatea de aminoacizi esentiali mai mare. Acizii
grasi au fost gasiti in cantititi foarte mici. Probele analizate variaza atat ca si compozitie,
dar mai ales in ceea ce priveste raportul cantitativ al componentilor de aroma caracteris-
tici. Metodele de extractie descrise sunt utile in caracterizarea vinurilor (buchetul vinu-
lui, amprenta GC in ceea ce priveste volatilele extrase) precum si pentru caracterizarea
amdnuntitd a compusilor din vinuri. Metoda GC-MS este cea mai indicatd metoda pen-
tru analiza calitativa si cantitativd a componentilor organici volatili, al buchetului vinu-

rilor si al unor principii active din vinuri.
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Capitolul V
Analiza prin GC-MS si dilutie izotopica

a aminoacizilor din seminge

5.1. Efectele benefice ale extractelor din seminte asupra
organismului uman

Fructele si legumele sunt legate de reducerea riscului de dezvoltare a problemelor de
sdndtate. Pe 1angd faptul cd contribuie la gust si culoare, micronutrientii contribuie la
protectia impotriva tulburdrilor de sdnétate, cum ar fi bolile cardiovasculare si cancerul,
diabetul de tip 2, obezitatea si constipatia [44]. Domeniul cercetdrii nutritionale in plante
de o importantd mai micd pentru om poate servi ca o veritabild sursd de proteind vegetald
din cauza costurilor crescute ale surselor conventionale de inaltd calitate [45]. Aminoaci-
zii liberi au un efect important in aroma mancirii, influenteaza gustul si contribuie la
formarea de amine si compusi volatili [46]. A fost elaboratd o metodd de cromatografie
in gaz-spectrometrie de masd (GC-MS) pentru determinarea aminoacizilor liberi din
unele seminte.

In ultimii ani, interesul in ceea ce priveste nutritia si calitatea produselor alimentare
a crescut datoritd importantei acestora in sdndtatea umana. Specificitatea si sensibilita-
tea spectrometriei de masd (MS) a devenit oficial recunoscutd in produsele alimentare,
controlul calitatii si sigurantei [47-59]. Micronutrientii ajuta la protejarea impotriva tul-
burdrilor de sdndtate, cum ar fi bolile cardiovasculare si cancer [61]. Acidul gras Omega-
3 folosit ca supliment pentru pacienti are efecte benefice asupra scorului subiectiv de
evaluare globald si a profilurilor metabolice [62], [124]. Omega 3 este unul din acizii grasi
polinesaturati (PUFA) definit ca un acid gras esential; este important pentru sdndtatea
umand, deoarece nu poate fi sintetizat de corpul uman [63].

Pentru o dietd mai echilibratd si mai sindtoasd, alimentele vegetale sunt benefice
deoarece contine fitonutrienti [64]. Uleiul de seminte de in, de exemplu, are mai mult de
50% acid linolenic [65].

Determinarea mineralelor si a oligoelementelor este, de asemenea, importantd.
Unele metale, inclusiv fier, magneziu, zinc si cuprul sunt micronutrienti esentiali, avand

importantd in functiile biochimice in toate organismele vii.

71



Samanta reprezintd viata unei plante. Ea este un aliment viu, plin de nutrienti, cu
beneficii foarte mari pentru sdndtate, asa cd este bine sd introduci in alimentatie cit mai
des cele mai bune seminte pentru organism, prin intermediul salatelor, a iaurturilor, a
cerealelor sau a smoothie-urilor. Semintele trebuie consumate crude pentru a be-
neficia de componentele nutritionale. Prin gitirea lor, ele se tranformi in ali-
mente moarte. Dacd vrei sd consumi cele mai bune seminte pentru organism trebuie
sd mai stii cd ele trebuie inmuiate, pisate, zdrobite sau rasnitate, pentru a elibera toti
nutrientii in organism [61].

Semintele de chia sunt foarte bune pentru organism prin continutul de vitamine,
minerale, fibre, proteine, antioxidanti, acizi grasi omega-3. Consumul de seminte chia
contribuie la controlul greutitii, reduce durerea de articulatii, protejeazd impotriva boli-
lor cardiovasculare, diabetului. 2 linguri de seminte de chia (30g) contin:

« 11 g.defibre

+ 4 g de proteine

+ 9g. de grasimi din care 5 g sunt Omega 3

» 18% din doza zilnicd necesard de Calciu

» 30% din doza zilnicd necesard de Mangan

* 30% din doza zilnicd necesard de Magneziu

» 27% din doza zilnicd necesaré de Fosfor

+ Mai contin si o importantd cantitate de Zinc, Vitamina B1 (Tiamind), B2, B3, si Pota-

siu [68].

Semintele de cinepa sunt considerate unele dintre cele mai bune seminte pentru
organism. Contin cei 20 de aminoacizi, incluzand cei 9 aminoacizi esentiali pe care or-
ganismul uman nu ii poate produce, un procent mare de proteine care intdresc imunita-
tea, fiind utile Tn detoxifiere. Sunt o sursd bogatd de acizi grasi esentiali, mai mult ca
semintele de in, au rol benefic pentru sistemul imunitar, sistemul circulator, celule, te-
suturi, organe si piele. Semintele de canepd sunt bogate in fibre si vitaminele A, C si E,
dar contin si vitaminele B1, B2, B3, B6, D. In compozitia lor regdsim si minerale precum
calciu, fosfor, magneziu, mangan, sulf, potasiu si fier si zinc intr-un procent mai mic.
Semintele de cAnepd contin antioxidanti excelenti precum vitamina E. Tocoferolul (vita-
mina E) este cunoscut pentru rolul sau benefic in boli precum Alzheimer si aterosleroza.

Semintele de in sunt o sursd bund de energie si au proprietati antioxidante. Contin
fibre care opresc cresterea nivelului lipidelor din sdnge, diminueazd apetitul si contribuie
la mentinerea greutatii corporale, regleazd metabolismul, reduc colesterolul, scad riscul
aparitiei infarctului si a atacului cerebral. Inul se cultivd de secole si proprietitile lui
benefice sunt ldudate peste tot pe glob, ele fiind considerate ca fiind unele din cele mai
bune seminte pentru organism.
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100 de g de in contin: Calorii: 534, Lipide totale: 42 g, Colesterol: 0 mg, Sodiu: 30 mg,
Potasiu: 813 mg, Carbohidrati: 29 g, Fibre alimentare: 27 g, Zahar: 1.6 g, Proteine: 18 g,
Vitamina C: 1%, Calciu: 25%,,Vitamina B-6: 25%, Fier: 31%, Magneziu: 98%. [69]

Semintele de dovleac contin fibre alimentare, acizi grasi nesaturati, buni pentru In
boli cardiovasculare, proteine, minerale, precum fosfor, magneziu, mangan, fier si cupru,
zinc si vitamina K. ContineTriptofan, precursor al serotoninei, al acidului gama-amino-
butiric. Triptofanul ajutd Tn insomnii si depresie. Contin fitosteroli, compusi care reduc
nivelul colesterolului LDL (colesterolul rdu). Contine zinc, care protejeaza impotriva os-
teoporozei.

Sunt alimente alcaline. Contin vitamine din grupul B (tiamina, riboflavina, niacina,
acid pantotenic, vitamina B6 (piridoxina) si acid folic). Contin proteine de buna calitate.
100 g de seminte furnizeazd 30 g de proteind. Semintele de dovleac previn formarea pie-
trelor la rinichi. Reduc inflamatia in cazul artritelor fdrd a avea efectele secundare ale
medicamentelor.

Sunt folosite in multe culturi populare drept tratament natural impotriva teniei si
altor paraziti. Sunt bune in mentinerea sénatatii prostatei [68].

Semintele de susan contin mult calciu, fibre si minerale esentiale pentru sdnitatea
organismului si a pielii (magneziu, fier, fosfor, vitamina B1, zinc si triptofan). Calciul si
vitamina D din semintele de susan, scad riscul osteoporozei. Susanul e benefic in boli
respiratorii, diaree, dizenterie, reglarea ciclului menstrual, infectii urinare. Semintele de
susan combat hemoroizii, constipatiile, indigestiile, contribuind la o buni digestie si asi-
milatie. Cuprul din semintele de susan are rol important in absorbtia fierului, fiind util
in anemie si ajutd bolnavii cu artritd reumatoida.

Semintele de struguri. Semintele de struguri prezintd o mare concentratie de vita-
mina E, flavonoizi, acizi linoleici si polifenoli. Polifenolii stimuleazd productia de cola-
gen si elastind care mentin pielea catifelatd. Tot polifenolii ajutd si la circulatia sdngelui
de la nivelul pielii. Sunt unele dintre cele mai bune seminte pentru organism deoarece
extractele pot preveni bolile cardiace precum hipertensiunea si colesterolul mdrit. Limi-
tand oxidarea lipidelor, semintele de struguri pot reduce si alte afectiuni cardiace, prin
inhibarea proliferarii trombocitelor si reducerea inflamatiilor [68].

Semintele de mac. Minusculele seminte negre sau cenusii au valori atat nutritio-
nale, cat si medicinale. Sunt sursd de fibre, ajutd la reducerea nivelului colesterolului
,rdu” si au actiune analgezicd. Macul de grddind (Papaver somniferum), o specie des
intalnitd, produce aceste mici seminte oleaginoase, care sunt folosite pe post de condi-
ment in industria alimentara. Dincolo de aroma unicé pe care o oferd preparatelor dulci
sau sdrate, semintele de mac au proprietdti antioxidante, contribuie la prevenirea boli-
lor si ajutd la mentinerea frumusetii pielii si a parului. Macul este principala sursi de
opium, substantd folositd ca somnifer, calmant, analgezic si stupefiant. Opiumul este
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un suc ldptos secretat de capsulele necoapte care contine o serie de alcaloizi cunoscuti
sub numele de opiacee: morfina, codeina, papaverina si tebaina. Invelisul exterior al
semintelor de mac este o sursd excelentd de fibre. 100 g de seminte de mac crude contin
19,5 g fibre, jumdtate din doza zilnicd recomandati. Bogate in calciu, fosfor, fier si zinc,
semintele de mac ajutd la remineralizarea organismului. 1 linguritd de seminte contin
4% din doza zilnicd recomandatd de fosfor si calciu. Adultii au nevoie atat de fosfor, cat
si de calciu pentru a evita boli precum osteoporoza. Sunt o sursi de fier, care transporta
oxigenul in tot corpul si contribuie la crearea proteinelor si neurotransmitétorilor, im-
bunititind astfel sistemul imunitar. O linguritd de seminte de mac furnizeazd 4% din
doza recomandata de fier pentru barbati si 3% din cea recomandata pentru femei[61].

Nucile sunt un aliment care concentreazd nutrienti ca- vitamine, grasimi, antioxi-
danti si minerale - fiind recomandate pentru intdrirea si protejarea sistemului cardio-
vascular si a inimii. Miezul de nuci este relativ sirac in aminoacidul esential metionind,
dar bogat in aminoacizii esentiali lizind si treonind.

Bogate in substante fitochimice, ce contribuie la activitatea antioxidant, nucile con-
tin vitamina E, carotenoidele, melatonina, acidul elagic si compusii polifenolici care
ajutd organismul in lupta impotriva bolilor neurologice, cancerului, inflamatiilor, imba-
tranirii. Contin vitamina E, in special in gamma- tocopherol, 21g/100 g, antioxidant ne-
cesar protejdrii membranei celulare. Contin vitamina B6, acidul pantothenic, niacinul,
riboflavina, thiaminul. Constituie, in acelasi timp si o bogatd sursd de minerale: potasiu,
fier, calciu, cupru, mangan, zinc, magneziu, seleniu [44, 61].

Semintele de pepene verde contin aminoacizi esentiali importanti: arginina, care
regleazd tensiunea arteriald, triptofan, care ajutd la reglarea secretiei de melatonind, hor-
mon care ajuta la inducerea somnului, acid glutamic si lizina. Sunt bogate in licopen, un
antioxidant puternic ce se gédseste si in rosii. Mai mult, semintele pepenelui contin si un
nivel foarte ridicat de magneziu si zinc.

Alune de padure. Sunt bogate in proteine, fibre, vitaminele A, B, C si E, calciu, fier,
fosfor, potasiu, mangan, cupru, magneziu, seleniu, sodiu si zinc. Contin acizi grasi si
aminoacizi (alanine, arginina, acid aspartic, acid glutamic si leucina), contin cantitate
dublid de vitamina E comparativ cu uleiul de maisline.

Migdalele contin acizii grasi esentiali, fibre, vitamina E, magneziu, proteine, cupru,
potasiu, mangan, calciu, fosfor, fier, vitamine din grupul B, riboflavina, biotina, zinc. Un
consum zilnic de migdale satisface necesarul de magneziu si calciu, necesari in tonifie-
rea muschilor, oaselor, prevenind osteoporoza.

Porumbul contine acizi grasi nesaturati (85 — 90%), amidon, albumine, vitamine din
grupa B, vitamina E, vitamina K, fier, zinc, potasiu, fosfor, magneziu si fibre. Prin fierbere

se pastreazd cca 60% din substantele nutritive. Are efect impotriva stresului, e bogat in
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vitaminele din grupa B, mai ales in vitamina B1, care actioneazd asupra functiondrii sis-
temului nervos, a muschilor, a inimii, a productiei de globule rosii. Vitamina E, prote-
jeazd impotriva artritei, scade nivelul colesterolului, reduce riscul de ateroscleroza si in-
farct, ajutd in procesul de reinnoire celulard. Porumbul fiert contine potasiu, necesar

pentru buna functionare a muschilor si a inimii [61].

5.2. Obiectivul studiului

Scopul acestui studiu a fost de a compara continutul de aminoacizi si activitatea antioxi-
dantd a unor seminte (de exemplu, seminte de in, mac, struguri, cinepd, nuci, dovleac,
susan, pepene verde, chia, porumb, migdale si alune) utilizate ca suplimente alimentare.
Au fost evaluate atributele antioxidante ale extractelor de simantd utiliznd teste antio-
xidante cu DPPH (2,2-difenil-picril-hidrazil) care captureaza radicalii liberi. [124]

Spectrometria de masd si cromatografia de gaz (GC-MS) a fost utilizatd pentru analiza
aminoacizilor in mai multe seminte selectate[60, 62-67]. Metoda implicd o procedurd de
extractie, derivatizare si analiza GC-MS.

5.3. Materiale si metode
5.3.1. Reactivi si probe biologice

Semintele au fost achizitionate pe piata romaneascd, unele dintre ele fiind din Gradina
Botanicd, TArgu Mures, Roménia.

A fost utilizat un cromatograf de gaze Trace GC cuplat cu spectrometrul masa cua-
drupolar Trace DSQ (Thermo Finnigan). Cromatograful de gaze a fost echipat cu o co-
loana capilard RTX-5MS (ID 30 m X 0,25 mm, grosimea filmului 0,25 um) .

Fiecare esantion a fost extras in duplicat.

Probele de seminte au fost uscate, omogenizate si apoi trecute printr-o sitd de 20 de
ochiuri pentru a obtine particule foarte fine.

Solutia standard de inaltd puritate ICP Multi Element Standard XXI CertiPUR obti-
nutd de la Merck (Darmstadt, Germania) a fost utilizatd pentru analiza cantitativd a

curbei de calibrare.
5.3.2. Extractia aminoacizilor din seminte

100 mg de seminte (seminte de in, struguri, mac,cAnepd, nuci, dovleac, susan, pepene
verde, chia, struguri, alune, migdale si porumb) zdrobite au fost extrase cu 1 ml de acid
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tricloroacetic 6% intr-o baie cu ultrasunete timp de 5 minute. Amestecul a fost centrifu-
gat timp de 5 min la 6000 rpm si supernatantul a fost colectat pentru purificare.

S-au trecut 0,5 ml supernatant si 50 pg [°N]-glicind (standard intern) printr-o coloani
Dowex 50W-WS8, coloand 4 x 40 mm (activata). Solutia colectatd a fost uscatd intr-un
curent de azot la 60 °C prin vid centrifugal la 60 °C.

100 mg de seminte au fost extrase cu 1 ml etanol la 60 °C intr-o baie cu ultrasunete
timp de 15 minute. Amestecul a fost centrifugat la 5800 rpm si supernatantul a fost co-
lectat si testat pentru activitate antioxidantd. Pentru determinarea activitdtii antioxi-
dante s-a utilizat testul antioxidant DPPH. S-au folosit 100 ul (10 mg/ml sdmantd) din
fiecare extract .

5.3.3. Derivatizarea aminoacizilor

Pentru esterificarea functiei carboxilice s-au utilizat 200 ul 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
ul anhidrida trifluoraceticd, timp de 20 min la 80 °C .

Reactiile au avut loc in fiole de sticld cu capac cu garniturd de teflon si cauciuc silico-
nic, intr-un cuptor special construit ce permite controlul temperaturii.

5.4. Aparatura experimentala

Analiza probelor s-a realizat cu ajutorul unui gaz-cromatograf cuplat cu un spectrome-
tru de masd cu analizor cuadrupolar Trace DSQ (Thermo Finnigan). Separarea com-
pusilor a avut loc pe o coloand capilard Rtx-5MS (fazd stationara nepolard: 5% difenil/95%
di-metil polisiloxan), cu urmétoarele dimensiuni: 30m lungime X 0.25mm diametru in-
tern, cu grosimea filmului de 0.25 um. Programul de temperatura al cuptorului croma-
tografic a fost, pentru aminoacizi: 70 °C, mentinere 2 min, 5 °C/min pand la 110 °C, 10
°C/min pand la 290 °C, 16 °C/min pand la 300 °C, mentinere 3 min. Gazul purtdtor a fost
He 5.5, cu debitul de 1 mL/min.

Ionizarea s-a realizat prin impact de electroni (70 eV, energia electronilor) si curen-
tul de emisie a fost de 100 pA. 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 uL de proba, in modul split (10:1), folosind un autosampler Triplus.
Spectrometrul de masd a functionat in modul SCAN, inregistrand masa in domeniul:
50-500 u.a.m.
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5.5. Rezultate si discutii

Metoda elaborati este selectiva si specificd. Spectrele de masd inregistrate pe fiecare pic
cromatografic permit identificarea precisa a aminoacizilor, utilizind biblioteca de spec-
tre NIST. De asemenea, suprapunerea componentilor este usor evidentiatd. Metoda a fost
validatd utilizind 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 prezintd cromatogramele de separare a
aminoacizilor liberi din Chia: (Gly: 13.53min; Thr: 15.01 min; Val: 15.94 min; Pro:
21.7min; Asp: 27.71 min; Glu: 31.16 min) cat si a aminoacizilor etalon.

Cele mai mari valori pentru aminoacizii liberi (TAA), in mg/g, au variat de la mac
(1,98), pepene verde (1,91), migdale (1.77), dovleac (1.73), canepd (1.61) g, la semintele
de in, (0,25) (tabelul 5.1, figura 5.4). Aminoacizii esentiali (EAA), prezentati in tabelul 1
(marcat cu *), variazd in seminte in ordinea: pepene verde, dovleac, cAnepd, migdale,
chia, mac, susan, struguri, alune, nuci, seminte de in si porumb (Figura 5.2). in figura
5.3. este prezentatd variatia raportului EAA/TAA din pepene verde, susan, chia, dovleac,
struguri, alune, seminte de in, cAnepd, migdale, nuci, mac, porumb.
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Fig. 5.1. Cromatogramele de separare a aminoacizilor liberi din Chia:
(Gly: 13.53 min; Thr: 15.01 min; Val: 15.94 min; Pro: 21.7 min; Asp: 27.71 min; Glu: 31.16 min) (sus)
si a aminoacizilor etalon (jos).
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Tabel 5.1. Compararea valorilor aminoacizilor liberi intalniti in semintele studiate

Seminte Chia

AA
Ala
Gly
Thr*
Ser
Val*
Leu*
Ile*
GABA
Pro
Met*
Asp
Phe*
Orn
Glu
Lys*
Tyr

His*

TAA

EAA

Pepene

verde Susan Canepa

In

Struguri Alune Migdale Porumb Nuci Dovleac Mac

mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g

0,07
0,09
0,01
0,03
0,02
0,01
0,01
0,01
0,01
0,00
0,21
0,05
0,04
0,32
0,06

0,07

Chia
1,02
0,17

EAA/TAA 0,17

0,06
0,10
0,02
0,03
0,02
0,03
0,03
0,04
0,03
0,00
0,06
0,03
0,06
0,72
0,10
0,02

0,57

Pepene
verde

1,91
0,79
0,41

0,04

0,05

0,01

0,01

0,01

0,01

0,01

0,05

0,01

0,004

0,05

0,03

0,002

0,06

0,02

0,01

Susan Canepa

0,38
0,09
0,25

0,12
0,04
0,02
0,01
0,04
0,02
0,04
0,08
0,35
0,003
0,27
0,03
0,00
0,50
0,05

0,03

1,61
0,21
0,13

0,01
0,02
0,01
0,01
0,00
0,00
0,00
0,000
0,00
0,002
0,10
0,01
0,000
0,054
0,000

0,01

In
0,25
0,03
0,13

0,03

0,05

0,01

0,002

0,01

0,01

0,01

0,01

0,04

0,002

0,09

0,02

0,01

0,21

0,01

0,01

Struguri Alune Migdale Porumb

0,52
0,07
0,14
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0,07
0,09
0,01
0,01
0,01
0,01
0,006
0,01
0,03
0,01
0,05
0,01
0,01
0,08
0,01

0,02

0,42
0,06
0,13

0,06
0,09
0,02
0,02
0,03
0,01
0,03

0,00

0,00
0,94
0,02
0,01
0,27
0,05

0,02

1,77
0,17
0,10

0,022
0,026
0,005
0,004
0,006
0,004
0,004
0,013
0,086
0,000
0,126
0,004
0,001
0,068
0,009

0,004

0,38
0,03
0,08

0,03
0,09
0,00
0,01
0,01
0,01
0,01
0,03
0,03
0,000
0,039
0,015
0,009
0,209
0,009

0,002

Nuci
0,50
0,05
0,11

0,14
0,37
0,031
0,04
0,04
0,03
0,03
0,06
0,04

0,000

Dovleac
1,73
0,27
0,15

mg/g
0,08
0,61
0,016
0,02
0,02
0,02
0,02
0,02
0,06
0,007
0,28

0,01

Cantitatea de aminoacizi totali si aminoacizi esentiali intalniti si raportul acestora

Mac
1,98
0,15
0,08
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Fig. 5.2. Comparatia aminoacizilor esentiali din diferite extracte de simburi (mg/g)
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Fig. 5.3. Raportul aminoacizi esentiali/aminoacizi liberi totali in probe de simburi
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Fig. 5.4. Aminoacizii liberi (FAA) in probe de sdimburi. Aminoacizii esentiali sunt marcati (*)

Toate extractele prezintd activitate antioxidantd. Cea mai mare activitate antioxidantd
s-a dovedit a avea extractul de seminte de struguri, urmata de extract de nuci si cAnepd,
toate avand o activitate antioxidantd comparabild cu antioxidantii standard (Fig. 5.5).

Antioxidant activity

@ chia

m watermelone

0O sesame

0O hemp

| linum
@ grape
m hazelnuts

O almonds
W maize

@ nuts

0O pumpkin
0O poppy

Fig. 5.5. Activitatea antioxidantd a probelor de simburi studiate

Toate mineralele mésurate in seminte au fost prezente in cantitdti mari. Cea mai
mare valoare pentru Ca a fost gisitd in mac si semintele de struguri, iar in susan si chia
a fost scdzut. Mg a ardtat valori ridicate in toate semintele studiate, iar cea mai mare
valoare a fost gdsitd in cAnepa.
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5.6. Concluzii

Metoda de dilutie izotopica dezvoltatd s-a dovedit a fi precisd si simpla, utild pentru stu-
dii de caracterizare a diferitelor extracte de seminte studiate. Metoda poate servi la dife-
rentierea 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) urmata de canepd, 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 exprimata prin continutul de aminoacizi si proprietatile
antioxidante a demonstrat calitatea acestora de a fi utilizate ca suplimente nutritive. Stu-
diul a stabilit variatia aminoacizilor liberi in diferitele probe asociate cu capacitatea lor
antioxidantd.
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Capitolul VI
Analiza prin GC-MS si dilutie izotopica

a aminoacizilor din plante

6.1. Efectele benefice ale extractelor
din plante asupra organismului uman

Cunoscut pentru calitdtile sale de aromatizare a mancarii, chimenul prezinta calitati
terapeutice multiple. Semintele de chimen sunt bogate in elemente nutritive, precum:
minerale, vitamine, antioxidanti si o sursd bogatd de fibre dietetice. 100 g de seminte
furnizeazi 38 g de fibre, 100 % din aportul zilnic necesar. Ajutd la prevenirea constipatiei,
timpul de tranzit descrescand considerabil. Contine antioxidantii luteind si caroten cu
rol in eliminarea radicalilor liberi din organism, protejand de cancer, infectii, imbatra-
nire si boli neurologice degenerative. Contine minerale: fier, cupru, calciu, potasiu, man-
gan, seleniu, zinc, magneziu. Cuprul si fierul sunt necesari pentru productia de celule
rosii din singe. Zincul este co-factor in enzime care regleazi cresterea si dezvoltarea,
generarea spermei, digestia si sinteza acizilor nucleici. Potasiul ajutd la reglarea ritmului
cardiac si a tensiunii arteriale. Sunt bogate in vitamine, precum: vitamina A, vitamina C,
vitamina E si vitamine din complexul B [118].

Socul are efecte terapeutice prevenind diferite afectiuni. Florile si fructele de soc se
folosesc in tratarea herpesului, reumatism, bolile cdilor respiratorii. Contine rutin,
izocuercitin hiperozid, glicozide, taninuri, sapine, pectine, uleiuri esentiale, vitamina C
si sdruri minerale.

Papadia are proprietdti antiinflamatoare, avand efect benefic in astm si boli inflama-
torii. Frunzele contin vitamina A (carotenoidul antioxidant —betacaroten). vitamina C
care ajutd la facilitarea absorbtiei de fier. Frunzele de papadie contin toti aminoacizii
esentiali fiind o proteind completd.

Titdnesa contine principii active care favorizeazi cicatrizarea si regenerarea pielii
si mucoaselor, sudarea fracturilor, remisia tumorilor maligne si benigne. Alantoina, cel
mai important principiu activ al tdtdnesei, are efecte antiinflamatoare, antitumorale si
favorizeaza regenerarea tesuturilor.

Rédicina de ghimbir este bogatd in potasiu, zinc, calciu, cupru, magneziu, vitami-
nele B6, C si D, uleiuri esentiale cu multiple proprietdti benefice ( gingerol, cineol,
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elemen, borneol, bisabolen, curcumen, phelladrene) cu efect afrodisiac, este tonic,
inldturd oboseala si toxinele acumulate in organism.

Fructele de paducel sunt bogate in flavonoizi, taninuri, colind, pectind, glucoza, fruc-
tozd, substante minerale si uleiuri grase, vitaminele B1 si C. avand efecte benefice in
tratarea diverselor afectiuni.

Rostopasca contine alcaloizi, sparteind, vitamina C, ulei volatil, flavonoizi, sapono-
ide, sdruri minerale, fiind recomandatd in tratamentul multor afectiuni: colici biliare,
dischinezia biliard, acneea, eczemele, enterocolitele, hepatitele acute si cronice. Este uti-
lizatd in tratamentul leucemiei.

Cimbrisorul este indicat in tratarea tusei convulsive, bronsitei, rdguselii si tusei
astmaticilor. Din uleiulvolatil pe care il contine se prepard ceaiuri expectorante, care cal-
meazd spasmele cdilor respiratorii.

Artemisia (pelinul) contine flavonoide, ulei esential ( tuiona - cea mai importanta
componentd a plantei, in exces este toxicd, acizi fenolici, acidul ascorbic, vitamina B6 -
piridoxina, utild in functionarea sistemului nervos, minerale - calciu, fier, fosfor, lactone,
principii amare - uleiul eteric, cu proprietiti - dezinfectante, laxative, depurative, diure-
tice, antiinflamatoare, carminative, vermifuge, antihelmintice, stomahice, este tonic ner-
vos, tonic digestiv, analgezic, narcotic, stimuleaza digestia, cicatrizant.

Frunzele de rozmarin contin ulei eteric, tanin, saponozide (substante bioactive na-
turale de origine vegetale), acid ursolic (polifenol care ajuté la arderea grasimilor), acid
oleanolic (puternic antioxidant), acid gliceric, vitamina C si siruri minerale [69].

Urzicile reprezintd o sursd de proteine, fier si alte minerale esentiale pentru orga-
nism. Urzicile sunt recomandate ca aliment pentru detoxifierea si regenerarea organis-
mului. Contin substante de naturd proteici si glucidicd, aminoacizi, vitaminele B2, K si
C, polivitamina A, acid pantotenic, beta caroten, saruri de calciu, fier, siliciu, magneziu,
potasiu,amine, cetone, steroli Proprietitile antiinflamatorii sunt datorate prostaglandi-
nelor [69].

Busuiocul (Ocimum basilicum), menta (Mentha piperita) si salvia (Salvia officina-
lis), apartin familiei Lamiaceae, sunt plante medicinale si culinare, datoritd aromelor si
mirosurilor delicate. Busuiocul, unul dintre cele mai importante condimente folosite, s-a
dovedit a avea activitate antioxidantd, antibacterieana si anti-diareicd [70]. Este benefic
pentru sdndtate prin continutul mare de minerale si vitamine. Are utilizare terapeutica
prin continutul de substante active (carminativd, galactogogd, antiinflamatoare, febri-
fugd, antifungicd, diureticd etc.) cu §__beneficii asupra organismului,__§ industriald
(productia de cosmetice si medicamente) si in alimentatie (condimentarea preparatelor
culinare). Uleiul volatil din florile sale contine substantele active ca: estragol (pana la
80%), camfor, anelol si linalool. Semintele busuiocului contin mucilagii, iar frunzele sale
contin taninuri si saponozide triterpenice. Contine: Ca 177 mg, Fe 3.17 mg, Mg 64 mg, P
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56 mg, K 295 mg, Na 4 mg, Zn 0.81 mg, etc. Vitamina C, 18 mg, Vitamina A 5275 IU,
Vitamina K 414.8 ug [93-95], antioxidanti care protejeazd organismul de radicalii liberi
si reduc riscul imbolnavirii celulelor.

Principalele proprietati ale busuiocului:

1. Tonic pentru memorie. Frunzele de busuioc actioneaza ca un tonic asupra celulelor
nervoase si imbunétdtesc memoria. Uleiurile esentiale sunt rapid absorbite de toate ce-
lulele organismului, iar efectele sunt vizibile in special cand este consumat constant.

2. Indepirteazi febra si favorizeazi refacerea dupai riceli frecvente. Preparatele
din busuioc induc transpiratia abundentd, in acest fel este reglata temperatura corporald
modificatd din pricina virozelor sezoniere.

3. Expectorant eficient. Busuiocul ajuta la fluidizarea secretiilor bronsice si ajuti la
expectorarea acestora.Tincturile din busuioc si ceaiurile sunt eficiente in astfel de cazuri.
Preparatele cu busuioc sunt eficiente si in tratarea simptomelor de astm bronsic si bron-
sitd cronica.

4. Calmeaza durerile in gat. Uleiurile esentiale din compozitia acestei plante regale
actioneazd ca antiinflamator vegetal, de aceea preparatele cu busuioc sunt eficiente in
calmarea durerilor de git.

5. Amelioreaza tulburarile respiratorii. Afectunile respiratorii sunt calmate cu aju-
torul preparatelor din busuioc. Decoctul din frunze de busuioc face minuni asupra apa-
ratului respirator. Combinat cu radacina din ghimbir si mierea de albine, preparatul de-
vine panaceu, usor de consumat.

6. Ajuti la eliminarea pietrelor la rinichi. Se recomanda amestecul din frunze con-
centrate de busuioc cu miere de albine. Preparatul consumat pentru 4-6 luni are efect
tonifiant si depurativ asupra rinichilor. Pietrele existente isi micsoreazd dimensiunea si
sunt eliminate natural, prin tractul urinar.

7. Busuiocul reduce nivelul colesterolului din singe. Fitonutrientii pe care ii contin
semintele si frunzele de busuioc ajuti la alcanizarea si mineralizarea organismului si a
vaselor sangvine. Preparatele cu busuioc ajuti la vitaminizarea vaselor sangvine, astfel
cd organimul capdtd forta necesard pentru a lupta impotriva colesterolului rau.

8. Are proprietiti antibacteriene. Uleiurile oferd protectie impotriva bacteriilor, im-
piedicd inmultirea germenilor situati la nivelul tubului digestiv al aparatului excretor.
Lupti eficient impotriva germenilor: Staphylococcus, Enterococcus, Pseudomonas.

9. Ajuta la inldturarea stresului. Aroma uleiului esential si a frunzelor de busuioc
sunt cunoscute ca fiind un bun agent anti-stres. Ajuta la relaxare musculara si nervoasa
dar si la purificarea sdngelui.
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10. Afrodisiac vegetal natural. S-a dovedit cd curele cu busuioc ajutd la imbundtdtirea
functiilor sexuale. Stimuleazd relaxarea organismului si ajutd la cresterea virilitatii. In
acelasi timp actioneazd asupra centrilor nervosi si favorizeazd imbunétitirea functiior
sexuale. [95].

Menta (Mentha piperita) are efecte antiinflamatoare, citotoxice si antioxidante [71].
Menta are un continut foarte bogat in mentol ricorind si relaxand fizicul si mentalul.
Este un bun antioxidant, antibacterial, antifugal, antispasmodic si antiviral. Potasiu, Cal-
ciu si Vitamina B continute in frunzele Mentei iti vor oferi energie, putere de concentrare.

Compusii chimici din compozitia mentei, ii oferd plantei proprietati antiinflama-
toare, antibacteriene, spasmolitice, antiemetice, stimulatoare (pentru bila), dezinfec-
tante, astringente. Preparatele terapeutice cu menta sunt indicate in multiple afectiuni:
biliare, digestive, virale, boli diareice sau pentru tratarea inflamatiilor pielii.

Beneficiile mentei

1. Trateaza rapid diareea acuta neinfectioasa. Menta este cel mai cunoscut remediu
pentru diaree. Ceaiurile de menta au efect astringent pe de o parte, pe de alta amelio-
reaza crampele intestinale si stomacale specifice acestei afectiuni.

2. Amelioreazi simptomele colonului iritabil. Compusii activi din mentd actioneaza
la nivelul mucoasei intestinale, regenerand-o. Actioneaza ca agent antiinflamator si
emolient asupra stomacului si intestinelor, astfel cd senzatiile nepldcute provocate de
aceastd afectiune sunt eliminate.

3. Actioneaza ca antiinflamator al ciilor respiratorii. Mentolul, unul dintre com-
pusii care se regdsesc in menta de gradin,,, are efecte antiinflamatoare asupra cdilor
respiratorii superioare. Favorizeazi decongestia nazald si imbunatdteste rapid respiratia.
Ceaiurile din mentd sunt remedii eficiente in cazurile de sinuzitd si inflamatii ale mu-
coasei nazale.

4. Calmeazi durerile de cap si migrenele. S-a demonstrat cd uleiul de mentd are
actiune calmantd asemeni paracetamolului. Se pare ca uleiul de mentd aplicat la nivelul
fruntii si a tdmplelor sub forma de masaj impiedici instalarea migrenelor.

5. Amelioreaza simptomele de greata si voma. Preparatele din mentd atenueazd sen-
zatiile de greatd, acestea sunt recomandate in special in cazurile de indigestie, provocata
de abuzul alimentar.

6. Are efecte benefice asupra respiratiei, oferind senzatia de respiratie proaspdtd. Im-
piedicd dezvoltarea bacteriilor la nivelul cavitdtii bucale si previne aparitia infectiilor in
aceastd zond. De asemena trateaza afectiunile gingivale. [68-69].
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Salvia (Salvia officinalis), avind o aromé deosebitd, este folosita ca si condiment ala-
turi de cimbru, piper. Studiile despre salvie au demonstrat rolul acesteia pentru sanitate,
imbunitétirea memoriei, atentiei, functiei cognitive, imbunitatitd si functia comporta-
mentald [72-74]. Poate fi utilizatd, de asemenea, pentru tratarea tulburdrilor digestive.
Frunzele de salvie contin un ulei volatil reprezentat prin substante terpenice, tuiona,
tuiol, salven, sabinol. Frunzele mai contin taninuri, principii amare, vitamina B1, C, si-
ruri de potasiu, glicozide, polifenoli si rasini.

Combinatia dintre utilizirile culinare si impactul sdu incontestabil asupra medicinii
face ca salvia sd fie foarte valoroasa pentru sandtatea umana.

Beneficiile pentru sinitate ale salviei

1. Imbunititeste memoria: cantititi mici de salvie, indiferent daci sunt inhalate sau
consumate, pot spori abilitétile creierului.

2. Trateaza inflamatiile: mdcinarea frunzelor de salvie nu este intotdeauna cea mai
pldcutd solutie, deoarece aroma poate fi destul de intensd, dar acesta este cel mai eficient
mod de a obtine compusii organici care actioneazd in sistem.Tinctura sau ceaiul pot fi
utile dacd suferiti de probleme inflamatorii, in special in tractul respirator sau gastro-
intestinal, puteti elimina aceastd inflamatie cu acest preparat de salvie. Calititile antiin-
flamatoare ale salvei se extind asupra problemelor de sindtate, cum ar fi artrita si guta,
precum si inflamatia generald a sistemului cardiovascular.Aceste inflamatii care pot
duce la boli de inim4 si tensiune arteriald ridicatd. Flavonoidele si compusii fenolici ga-
siti in el sunt responsabili pentru aceste efecte benefice.

3. Proprietiti antioxidante: Compusii antioxidanti gdsiti in salvie, cum ar fi acidul
rosmarinic, luteolinul si apigeninul, pot lucra pentru a neutraliza radicalii liberi.

4. Previne boala Alzheimer: salvia are capacitatea de a stimula functia creierului pen-
tru a imbundtdti memoria si concentrarea.

5. Intareste sistemul imunitar: Existd citeva proprietiti antimicrobiene care au fost
identificate in salvie. De obicei, consumate in cantititi mici, puteti crea o aplicatie de salvie
si sd o utilizati pentru a preveni infectiile bacteriene si virale care ataci corpul prin piele.

6. Imbunititeste sinitatea osoasi: Unul dintre beneficiile cele mai trecute de salvie
este de fapt nivelul sdu superior de vitamina K, o vitamind esentiald pentru organism,
care nu se giseste in multe alimente.Vitamina K este un element crucial in dezvoltarea
densitétii osoase si asigurarea integritdtii oaselor noastre pe mdsuri ce imbdtranim.Ada-
ugarea de frunze salvie in dietd poate creste semnificativ nivelul vitaminei K, deoarece o
singurd portie are 27% din doza zilnicd recomandata.
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7. Ingrijirea pielii: este eficientd impotriva anumitor afectiuni ale pielii, inclusiv eczem4,
psoriazis si acnee. Aceste pete inestetice pot fi repede reglate si aspectul lor poate fi redus
treptat, dacd aplicati in mod regulat extracte salvie pe zonele inflamate sau afectate.

8. Gestioneazi diabetul: contine anumite extracte si substante chimice care imitd medi-
camentele prescrise in mod obisnuit pentru tratarea diabetului. Regleazi si inhib4 elibera-
rea glucozei stocate in ficat, prevenind fluctuatiile majore ale zaharului din sange. [95].

Plantele medicinale sunt adesea folosite ca si condimente, ceai sau in extracte far-
maceutice. Cele mai multe dintre acestea sunt investigate pentru valoarea lor nutritivd
si proprietitile lor farmaceutice. Optimizarea micronutrientilor in alimentatie este
foarte importantd. Aminoacizii joacd un rol important in nutritia umand. Nivelul ami-
noacizilor esentiali dicteazd valoarea lor nutritivd. Aminoacizii liberi au un efect im-
portant in aroma mancdrii, influenteazi gustul sdu si contribuie la formarea de amine
si compusi volatili. Acizii grasi, omega-3 au efecte benefice in sdndtate. Aminoacizii,
acizi grasi si compozitia chimici calitativd a plantelor poate fi influentatd de mediu si
conditiile geografice.

6.2. Obiectivul studiului

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

Chimen (caraway), Busuioc (Ocimum basilicum), Soc (Elderberry flower), Papadie
(Dandelion), Tdtdneasa (Comfrey), Ghimbir (Ginger), Paducel (Howthorn), Lamaita
(Lemon Verbenon), Rostopasca (Celandine), Cimbrisor (Thyme), Artemisia (Artemisia),
Menta (Mentha piperita), Kurry (Curry), Salvie (Salvia officinalis), Rozmarin (Rose-
mary), Urzica (Nettle), care sunt utilizate in mod traditional in medicini si hrand, au fost
caracterizate si comparate in ceea ce priveste extractele volatile, aminoacizii, capacitatea
antioxidantad. Spectrometria de masa cuplatd cu cromatografia de gaze (GC- MS) este o
tehnicd potrivitd 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 tehnicd adecvatd pentru caracterizarea
compusilor in extractele de plante. Pentru studiul prin aceastd metodd, a fost necesar
ca aminoacizii sd fie derivatizati in componenti mai volatili, ca trifluoroacetil butil es-
teri. [75-80]
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6.3. Materiale si metode

6.3.1. Reactivi si probe biologice

Plantele: Chimen (caraway), Busuioc (Ocimum basilicum), Soc (Elderberry flower),
Pdpadie (Dandelion), Tatineasa (Comfrey), Ghimbir (Ginger), Paducel (Howthorn), La-
maita (Lemon Verbenon), Rostopasca (Celandine), Cimbrisor (Thyme), Artemisia (Ar-
temisia), Menta (Mentha piperita), Kurry (Curry), Salvia (Salvia officinalis), Rozmarin
(Rosemary), Urzica (Nettle) au fost achizitionate de la Grddina Botanicd din Targu Mu-
res, Romania. Toti reactivii si standardele au fost achizitionate de la Merck (Darmstadt,
Germania).

6.3.2. Extractia aminoacizilor din plante

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 risind schimbitoare de ioni (acti-
vatd), coloand de 4 X 40 mm Dowex 50W-W8. Solutia colectatd a fost uscatd intr-un cu-
rent de azot la 60 °C.

6.3.3. Derivatizarea aminoacizilor

Metoda de derivatizare a inclus o esterificare a functiei carboxilice folosind 200 pl buta-
nol: clorurd de acetil (4: 1 v/v), timp de 1 ord la 110 °C, urmatd de o acetilare a functiei
aminice folosind 100 ul de anhidrida trifluoracetica, timp de 20 minute la 80 °C.

Pentru extractia substantelor volatile, 100 mg de frunze sfiramate (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 si testat pentru activitate antioxidantd.

Activitatea antioxidanta: 100 mg plante maruntite au fost extrase prin sonicare cu
1mL etanol la 60 °C timp de 15 minute. Amestecul s-a centrifugat la 5800 rpm si super-
natantul colectat s-a testat pentru activitatea antioxidanta prin metoda DPPH. 100uL
(10mg/mL plantd) din fiecare extract s-a utilizat sd decoloreze o solutie de 40uM DPPH.

6.4. Aparatura experimentala

S-a utilizat un spectrometrul de masd quadrupolar cuplat cu cromatograful de gaze Trace
GC (DSQ Thermo Finnigan Proanalysis, Bucharest, Romania). Coloana cromatografica
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capilara utilizatd a fost Rtx-5MS, de lungime 30 m, diametru 0.25 mm, grosimea filmului
fazei solide 0.25 um, faza solida fiind 5% fenil metilpolisiloxan.

In cazul separirii aminoacizilor s-a utilizat programul de temperaturi: de la 70 °C, 2
min, 5 °C/min la 110 °C, 10 °C/min la 290 °C, apoi 16 °C/min la 300 °C. [1].

Programul de temperaturd pentru FAME si separarea volatild a fost: 50 °C timp de 2
minute cu o crestere cu viteza de 8 °C/min la 310 °C, timp de 8 minute.

Heliul a fost utilizat ca gaz purtétor la un debit de 1 ml/min. S-a injectat 1 pl din
fiecare proba in GC-MS utilizind modul de spitare (10: 1). Injectarea s-a ficut cu auto-
sampler-ul TriPlus (Proanalysis, Bucuresti, Romania). Spectrometrul de masa a fost ope-
rat in modul EI, la 70 eV, curentul de emisie a fost de 100uA si spectrele de masd s-a
inregistrat in intervalul de masd 50-500 a.m.u. Temperatura liniei de transfer s-a
mentinut la 250 °C, injectorul la 250 °C si sursa de ioni la 250 °C. Activitatea antioxidanta
a fost determinatd utilizand Spectrofotometru Varian Cary 50.

6.5. Rezultate si discutii

Am determinat si am comparat continutul de substante volatile, aminoacizii si activita-
tea antioxidantd in plante medicinale: chimen, busuioc, soc, papadie, titdneasd, ghim-
bir, pdducel, 1dmaitd, rostopascd, cimbrigor, artemisia, mentd, curry, salvie, rozmarin,
urzicd. Pentru caracterizarea compusilor extrasi din plante s-au utilizat metode de ex-
tractie, purificare prin tehnica schimbului de ioni in cazul aminoacizilor, etapele de de-
rivatizare si analizd prin cromatografie de gaze-spectrometrie de masi (GC-MS).

Pentru analiza aminoacizilor, metodele au fost validate injectand solutii standard de
aminoacizi. Probele au urmaérit aceeasi procedurd de derivatizare ca si standardele. S-au
obtinut valori bune pentru liniaritate, precizie si limitéd de detectie [75].

Validarea metodei de analiza cantitative a dat valori bune pentru liniaritate. Dreapta de
regresie s-a obtinut utilizind probe etalon de aminoacizi cu concentratie cunoscutd din
fiecare aminoacid, in intervalul 0-100 pug mL™" si prin addugarea aceleiasi cantititi de stan-
glicind (99 atom% 15N). Corectia
glicinei s-a fdcut prin deconvolutie si calculul matricial. Abundentele fractiilor izotopice

15N-

dard intern (50 pug/ml). Standardul intern utilizat a fost

pentru glicina naturald si izotopomer au fost obtinute experimental [77,78] (Tabelul 1).

Tabelul 6.1. Matricea designe (stinga)
si matricea pseudoinversa (dreapta) pentru calculul Gly[78]

Glycina [M] [M +1] Glycina [M] [M +1]
n.a. 0.95 0.05 n.a. 1.05 —0.05
"N 001 099 "N | -0.01 1.01
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Glicina a fost calculatd prin calcul matricial si cu dreapta de regresie. Precizia si acu-
ratetea pentru glicind, masuratd pentru standardele de 20 si 30 yg/ml (n = 7) au dat re-
zultate foarte bune, mai mici de 6% si respectiv 11%. Validarea metodelor, utilizdnd stan-
dardele de aminoacizi dup4 extractie si procedura de derivatizare (n = 3), au dat rezultate
bune. Dreptele de regresie pentru fiecare standard de aminoacid au fost studiate intre 0
si 150 pug/ml si a fost addugatd aceeasi cantitate de standard intern. S-au determinat re-
zultate bune pentru liniaritate pentru aminoacizi, coeficientul de regresie r fiind de peste
0,99 pentru Ala, Gly, Thr, Ser, Leu, Ile, Pro, Orn si mai mare decat 0,97 pentru cealaltd
etaloane. Precizia si acuratetea au fost mai mici de 20%, pentru etaloanele de 60 si res-
pectiv 80 ug/ml. Limita de detectie (LOD) a fost de ordinul ng/pul.

Extractele volatile de busuioc au dat ca principalii compusi: linalool (26,13%), estra-
gol (21,16%), cariofilina (10,13%) si limonen (8,18%).

Salvia a dat ca principalii compusi: -thujona (25,08%), camfor (20,46%), eucaliptol
(13,85%) si -thujond (13,37%) (Fig. 6.1).

fn ments, compusii importanti au fost mentol (37,7%), izomenton (15,97%), eucalip-
tol (5,44%) si mentofuran (4,8%) (fig. 6.2).
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Figura 6.3. prezinta cromatograma totald de ioni (TIC) separarea aminoacizilor si
identificarea acestora din extractul de mentd. Biblioteca NIST a fost utilizatd pentru iden-
tificarea compusilor.

Ordinea de elutie a fost: alanina (Ala), glicina (Gly), treonina (Thr), serina (Ser), va-
lind (Val), leucind (Leu), izoleucina (Ile), acid aminobutiric (GABA), prolina (Pro), me-
tionind (Met), acid aspartic (Asp), fenilalanind (Phe), ornitind (Orn), acid glutamic
(Glu), lizind (Lys), tirozina (Tyr).

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), Tatdneasd
(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), Tdtdneasd (0.54), Cimbrisor(0.54)) si
alanine (Urzica (0.69), Ghimbir (0.37), Chimen (0.38)). Cele mai mari valori pentru ami-
noacizii liberi totali s-au observant in curry, artemisia, mentd,urzicd, rostopascd
(>7mg/g). Aminoacizii esentiali au variat de la 0,05 mg/g in Busuioc la 1,70 mg/g in
Papddie (Fig. 6.4).

Valori semnificative ale aminoacizilor esentiali (EAA), in mg/g, s-au obtinut in cazul
Papadiei (1.70) urmatd de Urzicd (1.35), Rostopascd (1.27), Artemisia (1.23), Mentd
(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 Curri (0.02) fiind cel mai mic.

Aminoacizii totali (FAA), au variat de la Curry (20.70) la Pipidie (13.47), Artemisia
(12.08), Mentd (9.07), Urzicd (7.40), Rostopascid (7.03), Ghimbirr (5.78), flori de Soc
(4.30), Lamaita (4.21), Salvie (4.03), Chimen (2.41), Cimbrisor (2.26), Tatdneasd(1.93),
Paducel (1.04), Rosemarin (0.94) si Busuioc (0.26).

Metoda s-a dovedit potrivitd si relativ simpld cu posibilitate de a fi aplicatd la analiza
aminiacizilor totali si poate sd ajute la comparatia intre plante. Studiile comparative ajutd
de asemenea in studii de nutritie. Se poate recunoaste relatia intre dietd si starea de sé-
ndtate sau de boald. Necesarul de proteine si aminoacizi in nutritia uman4 este un subi-
ect de mare interes. Studii recente au ardtat cd dieta bogat in care rosie si procesatd este
asociatd cu indici crescuti de cancer de cololon iar consumul de vegetale si fructe reduce
riscul de cancer pulmonar. Vegetarienii comparati cu ne-vegetarienii cu acelasi stil de
viatd, mortalitatea din cauza bolilor de inima a fost cu 24% mai micd fatd de ne-vegetari-
eni [127].
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Aminoacizii esentiali au fost mari in Urzicd, urmati de Papddie, Rostopascd, Artemi-
sia, Mentd, Soc, Ghimbir, Ldmaita, Salvie, Chimen, Busuioc.

Tabel 6.2. Valorile aminoacizilor, in mg/g, in plantele analizate

Elderberry Lemon
Herbs Caraway Basil flower Dandelion Comfrey Ginger Howthorn Verbenon
Chimen | Busuioc Soc Papadie Titineasd Ghimbir Paducel Lamaita
AA mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g
Ala 0,28 0,02 0,23 0,20 0,11 0,37 0,03 0,21
Gly 0,60 0,03 0,06 0,08 0,54 0,10 0,03 0,07
Thr* 0,05 0,005 0,02 0,26 0,03 0,11 0,03 0,11
Ser 0,03 0,01 0,07 0,17 0,02 0,11 0,02 0,09
Val* 0,06 0,01 0,12 0,47 0,04 0,15 0,05 0,16
Leu* 0,04 0,01 0,13 0,32 0,04 0,16 0,01 0,06
Ile* 0,04 0,01 0,54 0,28 0,04 0,09 0,03 0,10
GABA 0,10 0,01 0,34 0,17 0,21 0,26 0,02 0,12
Pro 0,12 0,01 0,67 8,00 0,04 0,12 0,02 1,22
Met* 0,01 0,001 0,01 0,10 0,02 0,05 0,01 0,03
Asp 0,23 0,06 1,73 0,24 0,04 2,30 0,20 0,23
Phe* 0,04 0,01 0,05 0,17 0,02 0,10 0,01 0,03
Orn 0,01 0,01 0,01 0,03 0,01 0,05 0,01 0,01
Glu 0,70 0,06 0,19 2,81 0,72 1,44 0,52 1,63
Lys* 0,05 0,01 0,08 0,09 0,04 0,21 0,04 0,07
Tyr 0,06 0,01 0,06 0,09 0,01 0,15 0,03 0,07
His*
Herbs Celandine  Thyme Artemisia Mint Curry Sage  Rosemary Nettle
Rostopascd Cimbrigor Artemisia Menta Kurry Salvie ' Rozmarin Urzica
AA mg/g mg/g mg/g mg/g mg/g  mg/g  mg/g mg/g
Ala 0,21 0,12 0,10 0,22 0,12 0,32 0,04 0,69
Gly 0,08 0,54 0,08 0,09 0,05 0,09 0,04 0,10
Thr* 0,16 0,04 0,11 0,09 0,04 0,04 0,01 0,22
Ser 0,14 0,03 0,10 0,14 0,02 0,04 0,01 0,32
Val* 0,26 0,06 0,45 0,34 0,16 0,10 0,01 0,42
Leu* 0,28 0,03 0,19 0,18 0,05 0,04 0,00 0,16
Ile* 0,25 0,05 0,22 0,19 0,10 0,05 0,00 0,18
GABA 0,13 0,04 0,13 0,38 0,03 0,12 0,03 0,15
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Pro 2,38 0,04 7,71 1,01 18,80 1,68 0,32 0,11

Met* 0,01 0,00 0,01 0,04 0,01 0,01 0,01 0,08
Asp 0,44 0,19 0,88 1,28 0,12 0,15 0,15 3,16
Phe* 0,19 0,02 0,12 0,12 0,02 0,03 0,01 0,18
Orn 0,03 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
Glu 2,15 1,01 1,72 4,81 1,09 1,26 0,24 1,41
Lys* 0,11 0,06 0,14 0,10 0,04 0,07 0,03 0,11
Tyr 0,21 0,03 0,10 0,06 0,03 0,04 0,03 0,11
His*

Tabel 6.3. Cantitatea de aminoacizi totali si aminoacizi esentiali intalniti si raportul acestora

Elderberry Lemon

Herbs Caraway  Basil  flower Dandelion Comfrey Ginger Howthorn Verbenon

Chimen = Busuioc Soc Papadie Titineasi Ghimbir Paducel Limaiti
TAA 2,41 0,26 4,30 13,47 1,93 5,78 1,04 4,21
EAA 0,28 0,05 0,94 1,70 0,24 0,87 0,17 0,56
EAA/TAA| 0,12 0,19 0,22 0,13 0,12 0,15 0,17 0,13
Herbs  Celandine Thyme Artemisia  Mint Curry  Sage Rosemary Nettle
Rostopasci Cimbrisor Artemisia Menta  Kurry = Salvie Rozmarin Urzici
TAA 7,03 2,26 12,08 9,07 20,70 4,03 0,94 7,40
EAA 1,27 0,25 1,23 1,07 0,42 0,33 0,08 1,35
EAA/TAA| 0,18 0,11 0,10 0,12 0,02 0,08 0,09 0,18

Activitatea antioxidantad a fost determinati utilizind metoda DPPH (bazati pe deco-
lorarea radicalului 2,2-difenil-picril-hidrazil colorat in rosu purpuriu si avind absorbtia
la 515 nm de cdtre substante cu caracter antioxidant). Toate extractele de plante au pre-
zentat activitate antioxidanta. Cea mai mare, peste 90%, a avut-o Rozmarinul, urmat de
Cimbrisor, Pdducel, Salvie, Curri. Urzica a avut activitate antioxidantdsub 10%.

Concentratia maxima efectivd la jumaétate (EC50) pentru fiecare tip de extract a fost
la salvie (EC50 = 8,22 pg * mL-1), urmatd de extractul de mentd EC50 = 13,65 ug * mL-
1 si extractul de busuioc EC50 = 112,58 pg * mL-1. Activitatea antioxidanti la 50 pg *
mL-1 din fiecare extract de plante, dupd 30 minute, a dat cea mai mare valoare in extrac-
tul de salvie (92,26%) urmat de cel de menta (88,66%) si extractul de busuioc (24,28%).
Comparand activitatea antioxidantd a acestor trei extracte de plante cu extracte de plante
din alte surse geografice, au ardtat cd am obtinut rezultate similare. Extractul de salvie
din Targu Mures, (92,26%), s-a dovedit a avea o activitate comparabila cu altele (85,12%)
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[87], dar mai mare decit extractul metanolic din Tunisia. (EC50 = 29,33 ug * mL-1) [88].
Mentha piperita din regiunea Targu Mures (EC50 = 13,65 ug * mL-1) prezintd o activi-
tate usor mai ridicatd, apoi Mentha piperita din nord-estul Algeriei (EC50 = 17,00ug *
mL™) [89], in timp ce activitatea antioxidanti a extractelor etanolice de menti (88,66%)
a aratat activitate mai mare decat extractul de menta in dietileter din Arabia Sauditd
(34,21%) [90].

EC 50% din extractul nostru etanolic de busuioc (EC50 = 112,58 ug * mL-1) a ardtat
o activitate comparabila cu alte extracte etanolice din diferite surse din Romania (EC50
= 124,95 ug * mL-1) [91], in timp ce extractul de busuioc apos din Serbia (EC50 = 17,93
ug * mL-1) a prezentat o activitate mai puternica [92].

DPPH scavenging activity of herbs
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Fig. 6.7. Activitatea antioxidantd a extractelor din plante (Chimen (caraway), Busuioc (Oci-
mum 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 officina-
lis), Rozmarin (Rosemary), Urzica (Nettle))
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6.6. Concluzii

Metoda GC-MS cu dilutie izotopicd este o tehnicd adecvatd pentru determinaterea ami-
noacizilor extractele din plante. Parametrii de validare: liniaritatea, in intervalul de inte-
res,coeficientii de corelatie, precizia, au fost bune. Prin dilutie izotopicd, utilizdnd un
standard intern marcat, precizia creste, se evitd suprapunerea compusilor analizati. Me-
todele 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, Pdpadie, Artemisia, Mentd, Urzicad si Rostopascd. Pentru aminoacizii esentiali
s-au obtinut valori mari in cazul Papadiei, urmatdde Urzicd, Rostopascd, Artemisia,
Ment4, flori de Soc, Ghimbir si Lamaitd. Aminoacizi dominanti identificati in plantele
studiate au fost prolina, acidul glutamic, acidul aspartic, lisina, glicina si alanina. Cea
mai mare activitate antioxidanta s-a obtinut pentru extractele din Rozemarin, Cimbrisor,
Pdducel, Salvie si Curry.
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Capitolul VII
Optimizarea diagnosticarii din analize de singe
utilizand metode statistice (chemometrie)

7.1. Metode de chemometrie aplicate pentru analiza datelor
clinice

Metodele spectroscopice sunt instrumente puternice folosite pentru diagnosticarea mul-
tor boli. De multe ori, In cercetare, rezultatul se datoreazd modificarii unui singur para-
metru. In domenii ca chimia, biologie, medicina, mediu inconjurator, datele fiind com-
plexe, e nevoie de metode de analizd si interpretare complexe. In studii de mediu
inconjurator, medicind, farmacologie, dacd variabilele se modificd simultan e important
si se utilizeze metode adecvate pentru numir mare de date. In prezent in domeniul bio-
logiei, medicinei, mediului inconjurdtor existd o preocupare continud privind volumul
de date, in vederea stabilirii unor decizii cat mai precise si exacte. Achizitia datelor im-
plicd obtinerea informatiei si prelucrarea acestora. Prelucrarea seturilor mari de date si
interpretarea lor se face prin metode computationale, bazate pe teoria multimilor vagi
(fuzzy) eficiente in clasificarea datelor din diferite domenii: biologie, medicind, farmacie,
mediu inconjurator [96-99].

Analiza cluster este o tehnica de analizd multivariata de clasificare a datelor prin care
este posibild gruparea unor unitdti statistice astfel incét sa fie minimalizatd distanta lo-
gicd inerentd fiecdrui grup si maximizata aceiasi distantd intre grupuri. Distanta logica
este cuantificata prin intermediul unor masuratori de similaritate/disimilaritate definite
intre unitdtile statistice. Analiza cluster (clase sau grupe sub forma cirora se structureaza
multimile) urmdreste restingerea multimii de variabile dand clustere. Analiza cluster
este o tehnici de clasificare a datelor. Analiza clusterelor are in vedere, in cadrul unor
seturi de date, identificarea claselor, grupurilor sau gruparilor cu cele mai asemanatoare
elemente posibile in cadrul aceleiasi clase (variabilitatea minima in cadrul clasei) si dis-
tinctd una fatd de cealaltd, daci ele apartin diferitelor clase (variabilitatea maxima intre
clase). Ca rezultat, analiza clusterului ne permite si examiniam aseminarile si di-
ferentele dintre obiectele apartinind unui anumit grup pentru a le grupa in clase
distincte si omogene. Fiecare obiect din setul analizat este atribuit unei singure clase, iar
setul de clase este un set discret si neordonabil. [96-100, 125].
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Clusterizarea ierarhicd este consideratd un sistem de recunoastere necontrolati; re-
prezintd o metodd de analizd cluster care urméreste construirea unei ierarhii de clustere.
Strategiile pentru gruparea ierarhicd se incadreazd in general in doud tipuri: similari-
tate/disimilaritate. Procesul de clasificare incepe fard informatii referitoare la numarul
de clase si componenta modulelor din aceste clase. In acest caz, clasele sunt construite
concomitent cu numdrul de module analizate, care este in continu crestere; numarul
de clase posibile poate fi determinat doar la sfarsitul procesului. Anumiti algoritmi de
clasificare necontrolatd, cum ar fi algoritmii de partitionare, implici a priori determina-
rea numarului de clase pentru impértirea obiectelor analizate. Acest lucru nu inseamnd
cd numadrul de clase este de fapt cunoscut, ci doar se presupune acest numar. Sistemele
de recunoastere necontrolati a datelor folosesc principiile, metodele, procedurile si teh-
nicile cunoscute in literatura de specialitate sub numele de tehnici de ierarhizare, clasi-
ficarea nesupervizati sau analiza clusterelor [96-100, 125]. Prin urmare, analiza cluste-
rului incearcd sd identifice, in datele originale, numarul de grupuri, clase sau clustere,
pe baza similaritatii si disimilaritatii datelor [96-100, 125].

In medicind analiza cluster poate clasifica grupuri de pacienti cu simptome similare.
Dendograma este reprezentarea grafici a datelor de corelare a componentilor. Compo-
nentii individuali sunt aranjati la baza dendogramei si se grupeazd in noduri. Compo-
nentii cluster sunt formati prin gruparea componentilor individuali sau clusteri la punc-
tul de grupare numit nod. La fiecare nod al dendogramei avem sub-ramuri la dreapta
sau stdnga compusilor cluster. Pe axa verticald e reprezentatd distanta si se referd la dis-
tanta mdsuratd intre componenti sau clusteri. Indltimea nodului poate repezintd valoa-
rea distantei intre sub-ramurile drepte si stdngi ale clusterilor. Distanta intre doi clusteri
se calculeazd: D = 1 — C (unde D = distanta si C = corelatia intre compusii clusterului)
Daci componentii sunt foarte corelati vor avea valoarea corelatiei apropiatd de 1 siD =
1 — C va avea valori apropiate de zero. Deci clusterii corelati sunt cei mai apropiati de
baza dendogramei iar cei necorelati vor avea C apropiat de zero si D apropiat de 1. Com-
ponentii corelati negativ aratd comportare opusd, corelatia fiind C=-1si D=1-
(—1) = 2. Spre partea de sus a dendrogramei componentii cluster devin mari, distanta
intre componenti creste si interpretarea distantei devine dificild. Noi am reprezentat pe
ordonatd, pentru o bund vizualizare, valoarea (Djeg/Dpqayx) * 100, asadar valorile mici
aratd corelatia buna intre componenti [126].

Analiza componentelor principale (PCA - Principal Component Analysis) este o teh-
nicd care permite reducerea dimensiunii datelor, asigurand transformarea unui set de
date corelate din spatiul cu n dimensiuni, intr-un set de date necorelate in spatiul cu q
dimensiuni (q<n). Variabilele necorelate, numite componente principale, constituie
combinatii liniare ale marimilor originale corelate (variabile initiale). PCA este un pro-
cedeu pentru procesarea, compresia si vizualizarea datelor.
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7.2. Obiectivul studiului

Scopul principal a fost efectuarea unui studiu chemometric al datelor clinice din rezul-
tatele analitice prin utilizarea metodelor de analizd a clusterului si analiza compo-
nentilor principali (PCA). S-au utilizat tehnici spectrofotometrice pentru obtinerea unei
metode de identificare a bolii, prin analiza sdngelui mai multor pacienti. S-au gdsit mo-
dele de similitudine, atit 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.

7.3. Materiale si metode
7.3.1. Reactivi si probe biologice

Subiectii de la care s-a facut recoltarea sunt pacienti care s-au prezentat la Laboratorul
de analize medicale in vederea recoltirii probelor biologice pe baza trimiterii de cdtre un
medic specialist in vederea obtinerii unor rezultate a unor parametri de interes pentru
diagnosticarea unor afectiuni sau pentru monitorizarea afectiunilor de care suferd paci-
entul. Recoltarea materialului biologic, in cazul nostru, sdnge, s-a ficut prin punctie ve-
noasd. Probele au fost recoltate, in functie de analizele cerute, in eprubete speciale de
biochimie cu dop rosu (vacuette), fard aditiv sau anticoagulant. Scopul: permite coagu-
larea probei si separarea serului. Serul trebuie separat in 45-60 min. de la punctia ve-
noasd. Dupd centrifugarea probelor se extrage serul si se analizeazd parametri solicitati.
Probele pacientilor au fost analizate cu un analizor automat de biochimie Konelab 30
prin metoda spectrofotometricd, reactivii folositi fiind procurati de la firma Vitromed.
Analizorul pipeteaza 200 - 300 ul reactiv de lucru (cantitatea de reactiv necesara fiecarui
test este specificatd in prospectul reactivului) iar cantitatea de ser necesara este specifi-
catd in prospectul reactivului.

Pentru TGO (ASPARTAT-AMINOTRANSFERAZA (GOT/ASAT/AST)

Analizorul pipeteaza 300 ul reactiv de lucru si 30 ul ser nehemolizat si dupd un timp
de incubare de 60 sec. 1a 37 °C citeste variatia DO (densitate opticd)/minut la 340/600nm,
proportionald cu activitatea enzimaticd a aspartat aminotransferazei din ser.

TGP (ALANIN-AMINOTRANSFERAZA (GPT/ALAT/ALT)
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Analizorul pipeteazd 300 ul reactiv de lucru si 30 ul ser nehemolizat si dupd un timp
de incubare de 60 sec. la 37 °C citeste variatia DO/minut la 340/600nm, proportionald cu
activitatea enzimaticd a alanin aminotransferazei din ser.

COLESTEROL: Analizorul pipeteazi 300 ul reactiv colesterol si 3 ul de ser diluati cu
15 ul apd neionizatd, intr-una din cuvele de reactie si, dupd un timp de incubare de 5
minute, citeste DO (densitate opticd) la 505/700 nm, fatd de blancul de reactiv.

TRIGLICERIDE: Analizorul pipeteazd 300 ul reactiv colesterol si 3 ul de ser diluati
cu 15 pl apd neionizatd, intr-una din cuvele de reactie si dupd un timp de incubare de 5
minute, citeste DO(densitate opticd) la 505/700 nm, fatd de blancul de reactiv.

GLUCOZA: Analizorul pipeteazd 300 ul reactiv si 3 ul de ser nehemolizat, intr-una
din cuvele de reactie si, dupd un timp de incubare de 5 minute la 37 °C, analizorul citeste
DO(densitate opticd) la 505/700 nm fata de blancul de reactiv.

ACID URIC: Analizorul pipeteazd 150 ul reactiv R, + 150 ul reactiv R, si 8 ul de ser
nehemolizat, intr-una din cuvele de reactie ale analizorului. Dupd un timp de incubare
de 5 minute la 37 °C, analizorul citeste DO (densitate opticd) la 505/700 nm, fatd de blan-
cul de reactiv.

CALCIU: Analizorul pipeteazd 250 ul reactiv R 4+ 250 ul reactiv R, si 5 ul de ser,
intr-una din cuvele de reactie ale analizorului. Dupd un timp de incubare de 5 minute la
37 °C, analizorul citeste DO (densitate opticd) la 505/700(550-590) nm, fatd de blancul
de reactiv.

FIER: Analizorul pipeteazd 300 ul reactiv R, + 5 pl reactiv R, si 20 ul de ser, intr-una
din cuvele de reactie ale analizorului. Dupd un timp de incubare de 5 minute la 37 °C,
analizorul citeste DO (densitate opticd) la 505/700(530-590) nm, fata de blancul de reac-
tiv.

MAGNEZIU: Analizorul pipeteazd 150 ul reactiv R, + 150 ul reactiv R, si 3 ul de ser
nehemolizat, intr-una din cuvele de reactie ale analizorului. Dupd un timp de incubare

de 5 minute la 37 °C, analizorul citeste DO (densitate opticd) la 505/800 (500-520) nm,
fatd de blancul de reactiv.

CREATININA: Analizorul pipeteazd 150 ul reactiv R, + 150 ul reactiv R, si 20 ul de
ser nehemolizat, intr-una din cuvele de reactie ale analizorului. Dup un timp de incu-
bare de 1 minut la 37 °C, analizorul citeste DO,, iar dupd exact 2 minute dupd prima
citire se citeste DO, la aceeasi lungime de undd 505/546 nm.

UREEA: Analizorul pipeteazi 200 ul reactiv R, 4+ 30 ul reactiv R, si 3 pl de ser nehe-
molizat, intr-una din cuvele de reactie ale analizorului. Dupd un timp de incubare de 1
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minut la 37 °C,analizorul citeste DO, la 340/700 nm, iar dupd exact 1 minut dupa prima
citire se citeste DO, la aceeasi lungime de undd 340/700 nm.

7.4. Partea experimentala
Studiul I

Au fost studiati un numadr de 6 bdrbati (M) si 30 de femei (F). A fost utilizatd metoda
spectrofotometricd, tipul de esantion: ser. Datele clinice analitice sunt prezentate in ta-
belul 7.1. si tabelul 7.2.

Compusii investigati in probele de sdinge uman au fost compusi organici de interes
clinic (glucozd, colesterol, trigliceride, uree, creatinind, tabelul 7.1.), compusi anorganici
(Ca, Mgsi Fe), enzime (TGO, TGP-transaminaze) si VSH (viteza de sedimentare a hema-
tiilor) (tabelul 7.2). Metodele chemometrice au fost utilizate pentru a diferentia pacientii
(cazurile) in functie de sex si varstd [123].

Tabel 7.1. Datele clinice studiate (mg/dl) [123]

P Sex Age Glu Trigly Creat Chol Urea
1 F 65 86.5 145 0.95 268

2 M 65 91.5 136 0.95 165

3 F 68 119 260

4 F 14 97 62 0.65 145 25.1
5 F 81 109.6 116 0.83 160

6 M 33 95 101 0.81 230 36.84
7 F 73 131.1 57 0.54 221

8 M 69 98.5 73 1.07 207

9 F 71 100 128 1.08 194 38
10 F 49 88 134 0.58 273

11 F 54 92 117 0.78 250

12 F 21 74 36 0.82 177 28.18
13 F 65 123 62 0.77 256 22.69
14 M 56 109 42 0.82 165 26.04
15 F 25 78 41 0.88 22.65
16 F 54 101 227 1.32 220 65.64
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P
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33
34
35
36

Interval biologic de referinta: [121,123]

Sex

= 1 " =" === =" = "9 "= "md

F

Age

72
74
50
53
76
41
61
49
27
29
87
60
54
12
58
60
76
45
48
51

Glucozd (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;

Uree: 10-50 mg/dl;

Creatinind (creat): barbati: 0,9-1,3 mg/dl; femei: 0,6-1,1 mg/dl;

W N =

Sex

Glu
145
84
83
82

78
84
95
81
72
101
89
94
83.1
310
107
88.5
85
94
86

Trigly

94
57
48
69
70
45
92
125
73
49

116
124

225
219
86
132
191
191

Creat

0.8
0.71
0.87
0.84
0.99
0.67
0.93
0.84
0.86
0.82

1.1
0.97
0.82
0.41
1.22
0.84
0.95
091
1.24
0.92

Tabel 7.2. Date clinice studiate (mg/dl) [123]

TGO

27
28
30

VSH  Ac. uric

13
5

5.49
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TGP
19
14
38

Ca

Chol
179
230
195
293
213
194
170
168
175
142
187
259
201

266
353
217
199
262
276

Fe

87

Urea

29.42

27.87
29.67
18.95
14.85

39.11

42.44

25.93

30.39

11.23
22

Mg

2.25
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11
12
13
14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26
27
28
29
30
31
32
33

Sex

M 1 719 22111 12 """ """ ™o = T

TGO

23
36
22
49
24
44
30
28
37
27
25
26

33
12
43
34
57
29
25
32
20
36
27
23
53
27
11
28
27

VSH  Ac. uric

10

|9, BEEENcREENe SNV

19

15
18
11

16

13

w

12

6.75
3.77

4.09
3.32

3.32
7.05
4.66
2.96

3.06
5.92
6.34

4.11
11.12

3.52
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TGP

17
44
10
66
26
64
13
22
38
18
27
12
16
7
33
46
56
61
24
17
23
18
23
18
16
70
10
19
22
16

Ca

8.2

9.57
9.54
9.17

8.94
8.93
9.45
8.73
8.93

9.27

8.1
9.31
8.63
9.49

8.7
8.25
8.35

Fe

62

94

102

138

108
95

68

98

74
123
79
70
87
69

Mg

2.24

2.35

2.18

2.25
2.29

2.06
2.27

211
2.36

24
2.29
2.19
2.32
2.29
211

2.3
231



) Sex TGO VSH @ Ac.uric TGP

34 F 22 5 4.95 19
35 F 24 18 22
36 F 15 5 3.23 29

Interval biologic de referinta: [121,123]

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

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

VSH: 2-12 mm/h metoda Westergreen, tip esantion: singe integral K3 EDTA;

Calciu (Ca): 8,6-10,3 mg/dl;
Magneziu (Mg): 1,6-2,5 mg/dl;

Ca

8.79

9.25

8.86

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

Un alt studiu (II):

Fe
123

128

Mg
2.46
2.33
2.56

Au mai fost studiati un numadr de 27 barbati (M) si 46 de femei (F), de varste diferite la

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).

Datele clinice analitice sunt prezentate in tabelul 7.3. si tabelul 7.4. Compusii inves-
tigati in probele de singe uman sunt de interes clinic (WBC,HGB,PLT,VSH, TGO,TGP,
tabelul 7.3.),(Ca, Mg, Fe, Uree, Creat, Acid Uric, Glic, Col, Trig (tabelul 7.4). Metodele
chemometrice au fost utilizate pentru a diferentia pacientii (cazurile) in functie de sex si

varstd. Pacientii au fost separati in doud grupe, in functie de sex si in trei grupuri, in

functie de varsta lor si trei componente principale.

Tabel 7.3. Date clinice studiate (mg/dl)

Nr. Sex Varsta Diagnostic

Tiroidita cronicd autoimuna.

1 F 47 L 7,19
Hipotiroidie
Steatoza hepatica. HTA. Sindrom

2 M 48 . 6,92
metabolic.

Mastopatie fibrochisticad. Gusd
3 F 40 difuzd gr I B. SDR depresiv in 6,44
observatie

Dislipidemie mixtd. Sindrom
4 F 48 climateric. Microadenom hipofizar 5,93
nesecretant.
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14,4

11,8

352

243

354

259

16

16

18

12,9

49

19

21

WBC HGB PLT VSH TGO TGP

12,4

99

18

29



Nr. Sex Varsta Diagnostic WBC HGB PLT VSH TGO TGP

Cardiopatie ischemicd. Diabet

5 M 67 7,94 13,8 237 8,00 16,2 19,8
zaharat.

6 F 66 Nodul tiroidian 732 14,6 205 28 17,8 18
Dislipidemie. Tolerantd scdzuta la

7 M 55 3 ’ 7,4 14,8 160 17,5 20,5
glucozd.

8 F 51 Dislipidemie mixta. 7,94 12,7 286 6 20,2 12,4

9 M 40 HTA. Crize sincopale. 10,4 15,3 310 33 36

10 F 58 Gusd polinodulard. Hipotiroidie. 5,24 14,6 226 12 22

11 F 33 Colecistita acutd 4,5 13 154 8 39,2 62.4

12 M 10 Scdderea tolerantei la glucoza. 6,5 14,1 281 3 14 14

13 M 18 Sanitos 7,6 16 236 23 21
Calcul ureteral.

14 M 35 . . 7,68 14,9 297 18 28
Ureterohidronefroza

15 M 36 Dislipidemie 6,9 13,8 244 36

16 M 76 HTA forma medie. Aritmie. 7,6 153 194 26 39
Tiroidita cronicd. Exces ponderal.

17 M 44 . . 8,38 15,76 241 18 17
Hipercolesteremie.

18 M 16 Colecistita acutd 8,64 15,9 147 15 18
Dislipidemie mixtd. BPOC in

19 M 42 . 7,11 15,8 231 6 22 19
observatie

20 M 70 HTA forma medie. Dislipidemie. 9,1 17 2 211 28

21 F 11 Pneumonie bazala 9 14,08 304 36 16 14

22 F 42 Sdndtos 6,17 13,8 212 16 20
Gusa multinodulari. Gastrita

23 F 66 ’ 584 14,6 203 20 32

cronica.

Cardiopatie ischemica cronica.
24 F 69 19 20
Angor de efort agravat. HTA II.

Cardiopatie ischemica cronica.
25 F 71 9,8 | 13,7 259 24 27 24
Angor de efort agravat. HTA II.

26 F 72 Cardiopatie ischemicd. HTA 9,68 14,4 213
27 F 76 HTA. Cardiopatie ischemica 10,72 13,8 178 30 33

Microadenom hipofizar.
28 F 41 R 624 14 224 38 22 | 22
Dislipidemie mixtd.
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Nr. Sex Varsta Diagnostic WBC HGB PLT VSH TGO TGP

Microadenom hipofizar.
29 F 42 R 84 129 225 12 17 | 20
Dislipidemie mixta.

microadenom hipofizar.

30 F 44 e 6,85 13,8 241 20 25
Dislipidemie mixta.
microadenom hipofizar.

31 'F 46 . 7,36 146 280 14 @ 20 16
Dislipidemie mixtd.

32 M 58 Obezitate. HTA. Dislipidemie 7,6 14,9 260 16,45 23,87

33 M 3 Urticarie de etiologie necunoscutd 6,7 12,1 384 35 35
Spondilopatii. HTA. Dislipidemie.

34 F 67 X 46 13,1 235 10 14,8 11,7
Insomnie.

35 F 62 HTA 7,1 13,3 229 21,3 17

36 M 15 Acnee. Obezitate. 7,91 144 263 21 37

37 F 61 HTA. Glaucom 8,3 14,2 239 7 17,7 18,7

HTA. Nefropatie cronica.
33 F 80 o 86 9,15 171 16 13
Ateroscleroza. Cardiopatie.

39. M 62 Arteropatie. Discopatie 5,27 13,88 144
40 M 64 HTA. Carcinom. Cataracta 5,55 13 183 50

Sindrom poliuro-polidipsic. HTA.
41 F 46 . 10,6 14,83 248 | 18
Obezitate gr. II.

42 F 32 Hepatopatie in obs 5,75 13,7 213 16,83 36,31

HTA gr. III. Cardiopatie ischemica si

43 M 67 hipertensiva. Dislipidemie. Adenom 9,29 12,5 147 28 44
de prostata.
HTA. Dislipidemie. Disfunctia

44 F 67 e 6,6 13,7 172 15 9
vezicii urinare.

45 F |57 Scolioza. Discopatie 6,35 29,6 227 14,7 11,3

46 F 43 Gastritd cronicd nespecificatd 7,2 12 246 18,7 11,8
HTA medie. Hipotiroidie. B.

47 F 48 . 9,64 12 227 18
varicoasa.

48 F 45 Halux valgus drept. Metatarsalgie. 822 16 292 6 52 53

49 F 68 Boala Lyme. Gusd polinodulara. 3,9 12,3 229 13 23 18,6

50 F 49 Gusd polinodulard. Exces ponderal. = 8,12 13 343 11 16
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Nr. Sex Varsta Diagnostic WBC HGB PLT VSH TGO TGP

Sindrom autist. Psihoza grefata.
51 M 20 . 9,05 14,3 229
Enurezis nocturn.

52 F 62 Sanatos 14 19,2 10,8
53 M 62 HTA. Aritmie. 6,03 16,26 229 7 246 @ 22,8
54 F 48 Sanatos 7,04 13,1 288 4 18 19
55 M 71 Neo gastric in observatie 891 12,6 355 10 7
56 F 33 Sandtos 8,52 13,3 428 19 14
57 M 40 Hepatita B 6,5 16,7 385 8 19 54
58 F 38 Sandtos 5,51 29,9 233 1 22 30
59 F 36 Sarcina 33 sdpt. 9,85 12,5 278 19 28
60 M 76 HTA. Dislipidemie. Nefropatie 7,48 14,7 192 15 30 33

Macroadenom hipofizar secretant.
61 F 46 . . 4,23 12,79 179 24 21 24
Diabet tip II. HTA

62 M 57 HTA. Dislipidemie. 5,04 14,2 211 32

B. Parkinson. Ateroscleroza
63 M 65 cerebrald st. II. Cardiopatie 7,57 15,7 229 18 26
ischemicad. HTA.

64 F 61 Obezitate gr. IT 7,24 13,7 228 46 25

65 F 67 HTA gr. II. Cardiopatie ischemica. 44 13,5 227 19
Adenom de prostata. Cardiopatie

66 M 80 i O 6,4 14,1 134 237 20
ischemica.

67 F 48 Dislipidemie 9,98 13,9 396 34 78
HTA. Insuficienta cardiaca. Diabet

68 F 60 LI ’ 8,53 14 186 | 14 14 21
st. II.

Gastropatie cr. Ulcer duodenal.
69 F 65 . 10,08 14,5 220 12 19 27
Colecistita cr.

70 M 69 HTA. Adenom de prostata. 4,72 12,8 164 18 13
71 F 68 HTA II. Spondiloza 6,08 12,9 257 27 35
72 F 72 Metastaze osoase 4,33 12,4 316 23 23
73 F 64 HTA. Dislipidemie. Astm bronsic. 5,28 14,5 275 25 57 60
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Tabel 7.4. Date clinice studiate (mg/dl)

Nr. Ca Mg Fe Ureea Creat Aciduric Glu Col Tri

1 9 2,24 184,99 22,2 0,88 3,62 93,7 226,2 84,7
2 1 7,1 102 215 187
3 9,62 274 0,6 77 204 159
4 9,5 2,22 108 19,2 0,9 3,62 87 360 248
5 29,7 0,62 5,16 147 146 145
6 37,9 0,65 5,43 110 262 @ 105
7 32,3 5,5 112,5 231,3 304,2
8 9 2,01 80 16,8 0,91 5,49 102,3 255 64,8
9 7,9 92 172 175
10 8,72 20 352 0,67 5,46 92 199 207
11 10 11 28,4 0,5 81 110

12 10,18 2,05 20,8 274 @ 0,57 91 168 66
13 31,2 0,77 5,03 91 156 52
14 1 7,7 89

15 98 297 121
16 8,5 58,2 1,11 6 104 191 119
17 92 215 99 32 0,93 6,7 77 256 139
18 9,39 16 49,7 | 0,77 113

19 9,66 232 14 33,6 0,9 5,95 79 | 270 168

20 32 41,1 | 0,75 97 214 61
21 98 24 31 0,6 106

22 10,34 2,24 30 34,4 3,62 84 169 78
23 11,03 0,91 133 192 121
24 8,7 1,63 0,9 4,9 100 187 @ 140
25 9,57 1,67 102 28,55 0,86 124 192 116
26 8,6 1,39 0,41 091 6,41 132 233 150
27 91 1,66 0,93 6,4 118 161 = 98
28 9,92 25 0,91 3,2 94 | 282 206

29 9 1,92 13,8 23 0,71 2,62 100 318 @ 199
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Nr.

30
31
32
33
34
35
36
37
38

39.

40
41
42
43
44
45
46
47
48
49
50
51
52
53
54
55
56
57
58
59

Ca

9,36
9,87

9,4

9,1

8,4
8,7

9,9
10
2,3
9,7

2,39
9,9

9,2
9,2
8,3
2,32

2,38
8,8

Mg
2,14
2,14

1,87

0,76

1,99

2,03
2,05
2,16

Fe Ureea Creat Acid uric Glu

14 24,5
17 22,6
34,54
31,9
31
62 70
40
20
20,1
25,3
17,8
16,3
14,27 24,9
25,75
96,7 27,42
81 | 37,28
60 23
8,6 248
10 17,9

0,76
0,74
1,12

0,65

0,86

0,73

1,83

0,97

0,74

0,93

0,8

0,71
0,63

0,73
1,09
0,61
0,74

113

3.4
3,63
7,57

4,4

5,4

44

2,25

3,1

4,2
3,6

1,92

4,19
3,1
3,21

6,8
39

Col
77 279
90 375
96 186
92
81 193
136
85 | 213
95,9 224
96 243
83
87
61 @ 412
87 | 149
86 | 217
83,5 154
83 234
99 195
84,9 183,6
82 234
78
82 | 208
106 = 220
78 248
73 | 353
84
92 | 189
86
77

169
183
135

117
92
88

193

133

135

176
85
76
38

248
82

58,3

140

88
110
76
144
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Nr. Ca Mg Fe Ureea Creat Aciduric Glu Col Tri

60 44,9 | 1,19 4,3 9% 166 129
61 11 1,94 86 31 0,76 6,1 194 224 206
62 0,82 78 188 @ 277
63 98 190 253
64 100 261 @143
65 0,76 4,96 86 210 94
66 103 160 @ 96
67 33,4 93 240 185
68 32,5 0,75 3,5 163 130 119
69 9,1 45 1,05 3,9 103 252 | 122
70 38 1,03 3,59 106 154 76
71 0,91 78 256 118
72 2,27 10,7 23,7 @ 0,76 99 113
73 1

Probele de hematologie sunt analizate din sdnge venos, recoltat pe tub cu anticoagu-
lant EDTA, tip proba: sange

Interval biologic de referinta: [121]

WBC (white blood cells = leucocite):
Barbati: 4.20 - 9.20 X 10°/uL
Femei: 4.00 — 10.20 X 10°/uL

HGB (hemoglobina din siange):
Barbati: 13.50 - 17.40 g/dL
Femei: 11.70 — 15.70g/dL

PLT (plachete sanguine, trombocite):
Barbati: 140.00 — 380.00 X10°/uL
Femei: 155.00 - 400.00x 10°/uL

7.5. Rezultate i discutii

Scopul studiului a fost de a gdsi modele de similitudine, atat intre pacienti, cat si pentru
testele clinice. Doua metode clasice de chemometrie si anume analiza clusterului (CA)
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si analiza principald 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 varstd. Prin analiza componentilor principali s-a redus setul de date la citeva repre-
zentative, iar prin analiza clusterului s-au determinat diferente si nepotriviri [110]. Ana-
liza cluster aratd gradul de corelatie prin valorile ESR (VSH), Ca, Mg, Acid uric, Creati-
nind, TGP, TGO, Uree, Fe, Trigliceride si Colesterol. Existd similitudini ale probelor de la
diferiti pacienti. (Figurile 7.1, 7.2). Din analiza cluster se observd o corelatie mare intre
magneziu si creatinind, fapt observat si de alti cercetdtori [114]. De asemenea, calciul si
acidul uric s-au dovedit a fi puternic corelati. Existd mai multe studii care au descoperit
intr-un procent considerabil in cazul pacientilor cu oxalat, o concentratie ridicatd de acid
uric si de asemenea hipercalciuria [115]. Analiza cluster a demonstrat ci VSH-ul este
corelat cu Ca, acidul uric, creatinina si Mg, care fac VSH-ul un bun marker pentru bolile
renale. Acest fapt a fost, de asemenea, dovedit clinic [116]. Foarte corelate sunt, de ase-
menea, enzimele TGP si TGO, enzimele transaminazelor hepatice, care se gdsesc in me-
tabolismul aminoacizilor si sunt corelate direct cu concentratia de uree.
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Fig. 7.1. Dendrograma privind parametrii clinici considerati in studiul I.

Pentru o mai bund vizualizare pe ordonati s-a reperezentat raportul (Djeg/Dypnq,) X 100.

115



120
100 t
o 8of
=
=
2
2:60-
—
-=
=
T 40t
20
‘E 2 B B T ®», o =8 2 U O = O Z 2 =
=335 2 225 ° E 2 83 g* g
5
o

Fig. 7.2. Dendrograma parametrilor clinici considerati in studiul II (inclusiv vérsta pacientilor).
Se observa legitura dintre varsta pacientului si cantitatea de Fe.

Studiul a ardtat o buni corelatie intre enzimele transaminazice, uree si VSH, Ca, Mg,
acid uric, creatinind. O corelatie semnificativd a fost obtinutd intre Fe, trigliceride si co-
lesterol.

Explicatia clusterizdrii constatate este relevantd si se bazeazad pe modelul similaritatii
intre nivelul glucozei, nivelul enzimelor, functia hepaticd, functia renald. Aceastd clasi-
ficare contribuie la optimizarea performantei datelor clinice pentru pacienti si diagnos-
ticarea pacientilor.

Figurile 7.3 si 7.4 prezintd reprezentarea graficd a parametrilor clinici considerati stu-
diu. S-a observat o corelatie bund intre parametri clinici la pacientii separati in doud
grupe, in functie de sex si cei separati in trei grupuri in functie de varsta; zona punctata
definita de primii trei componenti principali (Fig. 7.6 si Fig. 7.7).

Prin PCA se pot extrage informatii utile dintr-un numdr mari 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 medicala [110].

Figura 7.3 prezintd grafic parametrii clinici considerati in studiu L.
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Fig. 7.3. Reprezentare graficd a parametrilor clinici luati in considerare studiul I
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Fig. 7.4. Reprezentare graficd a parametrilor clinici luati in considerare in studiul II (inclusiv
varsta pacientilor).
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S-a observat o corelatie bund intre parametri clinici la pacientii separati in doud
grupe, in functie de sex si cei separati in trei grupuri in functie de varstd; zona punctatd

e definita de primii trei componenti principali (Fig. 7.6 si Fig. 7.7).
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Fig. 7.5. Reprezentare graficd a parametrilor clinici luati in considerare in studiul II
(cu specificarea diagnosticului).
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Fig. 7.6. Reprezentarea graficd a imprdstierii datelor referitoare
la sexul pacientilor luati in considerare in studiul II
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Fig. 7.7. Reprezentare graficd a impréstierii datelor referitoare la sexul (studiul I)
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Fig. 7.8. Reprezentare grafica a imprastierii datelor privind varsta pacientilor (studiul I)
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Fig. 7.9. Reprezentarea graficd a imprdastierii datelor referitoare la varsta pacientilor luati in con-
siderare in studiul II

TGO (ASAT/AST) si TGP (ALAT/ALT) sunt enzime ce fac parte din clasa transami-
nazelor. Acestea se gdsesc mai ales in ficat (in citosol), in miocard, muschi scheletici,
rinichi, si pancreas. Cresteri mari apar in hepatite virale sau toxice [119].

Determinarea nivelului colesterolului evalueazd statusul lipidic si tulburarile meta-
bolice, riscul de aterosclerozd, stenozd coronariand si infarct miocardic.

Glucoza este monozaharidul important din sange, care apare din carbohidrati si gli-
cogen. Marker biologic mai specific pentru a defini diabetul, determinarea glucozei plas-
matice a rimas elementul de bazi al criteriilor de diagnostic [119].

Cresteri ale glicemiei conduc la: diabet zaharat, boala Cushing, acromegalie/gigan-
tism, feocromocitom, adenom hipofizar (secretor de hormon de crestere), hemocroma-
toza, pancreatita acuta/cronica, neoplasm de pancreas, glucagonom, afectiuni renale
cronice, boala hepaticd avansatd, deficienta de vitamina B1 (encefalopatia Wernicke),
stres acut emotional sau fizic (infarct miocardic, AVC, convulsii) [120].

Cresterea acidului uric seric conduce la insuficienta renald; gutd; hiperuricemie
asimptomaticd (trebuie evaluatd periodic pentru gutd); cresterea distructiei de nucleo-
proteine: leucemii si sindroame mieloproliferative cronice, mielom multiplu, limfoame.
[121].
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Calciul este componentul mineral major al oaselor. 99% din cantitatea de calciu din
organism se afld in oase si dinti, care constituie un rezervor imens pentru mentinerea
nivelului calciului seric.

Calciul (Ca) si magneziul (Mg) sunt legate intre ele, deficitul unuia influentand me-
tabolismul celuilalt. Mg e necesar Tn absorbtia intestinald si metabolismul calciului. Pen-
tru evaluarea nivelului Mg e bine sd se ia In considerare nivelul Ca, deficitul de magneziu
determindnd tetanie si convulsii, aritmii[122].

Fierul (Fe) se gdseste in special in hemoglobina si mioglobina.

VSH-ul reprezintd viteza de sedimentare a eritrocitelor si evidentiazi prezenta unei
inflamatii in organism. Masurarea si monitorizarea VSH-ului permit de asemenea urma-
rirea evolutiei unei infectii si anemii severe. Valori scdzute ale vitezei de sedimentare a
hematiilor sunt intlnite in hepatita epidemica si stéri alergice.

Hemograma completd pe analizor este o metodd rapidd si valoroasd de evaluare he-
matologicd a pacientilor si care completatd cu un frotiu de snge periferic poate pune
diagnosticul in peste 90 % din afectiunile hematologice.

Se anuntd de urgentd modificdrile ce pun in primejdie viata pacientului
+ hemoglobina < 5 g/dl si > 20 g/dl.
« numair de leucocite > 30.000/mmc sau < 500/mmc;
« numdr de trombocite:adulti < 40.000/mmc sau > 1000000 mmc

« numar de trombocite:copii < 20.000/mmc sau > 1000000 mmc

7.6. Concluzii

Rezultatele studiului nostru aratd ca exista o corelatie mare intre anumiti parametri cli-
nici (figurile 7.1 si 7.2). Rezultatele confirma cd analizele clinice combinate cu metodele
chemometrice sunt utile pentru corelatiile si interpretari legate de diagnosticare.

S-a observat o corelatie bund intre parametri clinici la pacientii separati in doua
grupe, in functie de sex si cei separati in trei grupuri in functie de varsta; zona punctati
definitd de primii trei componenti principali (Fig. 7.6 si Fig. 7.7).

Prin PCA se pot extrage informatii utile dintr-un numir mari 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 stu-
diate urmétoarele boli: afectiuni hepatice, tulburari lipidice, diabet, tulburari renale,
etc. [99].
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Concluzii generale

Consider cd dezvoltarea metodelor analitice dezvoltate si studiile aplicative din cadrul
acestei lucrari reprezintd o contributie originald in domeniul cercetérilor biomedicale si
de control al alimentelor utilizind metode spectroscopice. Analiza cantitativd a continu-
tului de aminoacizi in alimentele studiate, a celor esentiali, este un element de origina-
litate.

Rezultatele experimentale obtinute in urma studiilor efectuate au condus la urma-
toarele concluzii:

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

+ S-ademonstrat cd GC-MS este o tehnicd de exceptie prin domeniile de investigare in
care isi gdseste aplicatiile si pentru cd poate identifica structuri necunoscute.

+ Metodele de analizd cantitativd utilizate au fost validate, parametrii de validare pen-
tru liniaritate, precizie, acuratete, limitd de detectie, limitd de determinare cantitativa
au fost buni.

+ S-au dezvoltat sau adaptat metode de analizd calitativd si cantitativd a aminoacizilor
si acizilor grasi din vinuri. Rezultatele au ardtat putine diferente intre vinurile anali-
zate prin compararea aminoacizilor liberi, a compusilor volatili si a activititii antioxi-
dante a sase vinuri albe din podgoria Blaj si doud vinuri din alte podgorii. Continutul
mare de prolind in comparatie cu alti aminoacizi este datorat tehnologiei de fermen-
tatie al argininei. Metoda GC-MS s-a dovedit a fi o metodd excelentd pentru caracteri-
zarea vinului, cea mai indicatd pentru analiza calitativa si cantitativd 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, cAnepd, nuci, dovleac, susan, pepene verde, chia, po-
rumb, migdale si alune) utilizate ca suplimente alimentare. Metoda de dilutie izo-
topicd dezvoltatd a fost precisd si simpld, utild pentru studii de caracterizare a dife-
ritelor extracte de seminte studiate, utild pentru diferentierea intre seminte
utilizate ca suplimente nutritive. Valoare semnificativd pentru aminoacizii esenti-
ali s-a obtinut in cazul semintelor de pepene verde (datoritd valorii ridicate a histi-
dinei), in cele de canepd, dovleac, migdale, mac si seminte de struguri. Valoarea
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nutritionald exprimatd prin continutul de aminoacizi si proprietétile antioxidante a
demonstrat calitatea acestora de a fi utilizate ca suplimente nutritive. S-a stabilit va-
riatia aminoacizilor liberi in diferitele probe asociate cu capacitatea lor antioxidanta.

Spectrometria de masd cuplata cu cromatografia de gaze (GC- MS) este o tehnicd po-
trivitd pentru caracterizarea compusilor din extractele de plante. Plantele aromatice
sunt utilizate pe scard largd in prepararea alimentelor si aromelor, in medicind, fiind
o buna sursd de aminoacizi. Scopul investigatiilor a fost de a determina diferentele
dintre plantele achizitionate din Romania cu privire la aminoacizii si activitatea an-
tioxidantd a unor plante folosite adesea ca ceai sau condimente. Aminoacizii domi-
nanti identificati in plantele studiate au fost prolina, acidul glutamic, acidul aspartic,
lizina, glicina si alanina. Cea mai mare activitate antioxidanta s-a obtinut pentru ex-
tractele din Rozmarin, Cimbrisor, Paducel, Salvie si Curry.

S-au utilizat tehnici spectrofotometrice pentru dezvoltarea unei metode de diagnos-
ticare din analiza sangelui. Scopul principal a fost efectuarea unui studiu chemome-
tric al datelor clinice din rezultatele analitice prin utilizarea metodelor de analizd a
clusterului si analiza componentilor principali (PCA). S-au gésit modele de similitu-
dine, atat intre pacienti, cit si pentru datele clinice prin Analiza Cluster (CA) si Ana-
liza Componentilor Principali (PCA). Aceste metode au fost utilizate pentru a dife-
rentia pacientii (cazurile) in functie de sex, varstd si diagnostic. Studiul a aratat o
buni corelatie intre enzimele transaminazice, uree si VSH, Ca, Mg, acid uric, creati-
nind. O corelatie semnificativd a fost obtinutd intre Fe, trigliceride si colesterol. Co-
relatia mare intre anumiti parametri clinici confirm cd analizele clinice combinate
cu metodele chemometrice sunt utile pentru corelatii si interpretiri legate de di-
agnosticare si tratament.
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