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Motivatie

Zeina este un polimer natural, relativ ieftin si usor de obtinut in cantitati industriale,
care formeaza filme dure, lucioase, rezistente la atacuri microbiene. Astfel, aceasta poate fi
utilizatd in industria farmaceuticad si alimentard, dar si tehnologicd prin obtinerea unor
materiale biodegradabile. Compozitia chimica a hranei trebuie sa fie echilibrata si sa contina
pe langa zaharuri si amidon care produc energie, acizi grasi, aminoacizi esentiali si proteine
cu o compozitie apropiatd de aceea din corpul uman sau animal. Cerealele sunt bogate in
substante energetice, zaharuri si grasimi, insd au proteine sdrace in lizind si triptofan, doi
aminoacizi esentiali [1]. De fapt, cerealele cum ar fi porumbul, graul, orzul, ovazul, etc.,
contin prolamine (prolamina din porumb se numeste zeind), care sunt aproape lipsite de astfel
de aminoacizi si confera astfel cerealei In cauza o valoare alimentara scdzuta. Zeina poate fi
insd folositd ca adaos in hrana animalelor poligastrice, deoarece bacteriile, in procesul
rumegarii, pot transforma aminoacizii neesentiali in aminoacizi esentiali, inclusiv in lizina si
triptofan. In hrana animalelor supuse ingrasarii, cum este cazul pasirilor si porcilor, cerealele
trebuie suplimentate cu produse ce contin aminoacizi esentiali cum ar fi srotul de soia, faina
de peste, unele vitamine etc. De aceea, este recomandat ca zeina sd fie extrasa din fainurile de
porumb, ceea ce ar avea ca rezultat cresterea valorii nutritive a acestora, In timp ce zeina
purificatd ar putea fi utilizata in industrie pentru obtinerea copolimerilor, maselor plastice,
peliculelor biodegradabile pentru 1incapsularea medicamentelor sau pentru obfinerea
medicamentelor retard, cu eliberare prelungita.

De aceea, prezenta lucrare de doctorat investigheaza posibilitatile de extractie a zeinei
din fainurile de porumb autohton, folosind metode bioanalitice “eco-friendly” cu aplicabilitate
pe scara largd. Mai mult, interesul nostru a fost focalizat cétre studiul structurii si
proprietatilor zeinelor in vederea largirii gamei sale de utilizari, folosirea zeinelor la obtinerea
de medicamente sau la retinerea ionilor de metale grele, toate acestea avand aplicatii

biomedicale sau industriale.



Introducere

Teza de doctorat intitulata "Contributii la studiul extractiei si aplicatiilor biomedicale
si analitice ale zeinelor din porumbul autohton.” are ca obiectiv principal realizarea unei
cercetari mai aprofundate a zeinei, o materie prima ieftind, biologicd, disponibild In cantitati
industriale si cu mare aplicabilitate practica si care consta intr-un amestec de proteine solubile
in solutii alcoolice, cu posibilitatea gasirii unor noi cai de valorificare a acesteia. Acest
obiectiv este secondat de studiul proteinelor si a aminoacizilor din cereale, studiul
decontaminarii mediului de metale grele cu ajutorul zeinei, contributii la obfinerea de noi
medicamente sau Tmbundtdtirea cdilor de aplicare a medicamentelor existente, precum si
aplicarea unor metode spectroscopice, electroforetice, au spectrometrice de masa in
cercetarile de biochimie si toxicologie. Astfel, in cadrul acestei teze, am urmarit imbunatatirea
metodologiei de extractie si de determinare a zeinelor, prolamine proteice, alcoolo-solubile
din fainurile comerciale, dar si din semintele de porumb autohton, hibrid, din varietati locale
sau din linii consangvinizate. Ca urmare, lucrarea se refera si la obtinerea unor fainuri de
porumb cu compozitii chimice diferite, utilizabile in diverse ramuri economice (cresterea
animalelor, producerea de amidon si alcool etilic, industria de medicamente etc.).

Dintre activitatile de cercetare cuprinse in prezenta teza de doctorat enumeram:

- obtinerea de fainuri cu granulatii diferite §i caracterizarea acestora;

- extractia proteinelor prolaminice (zeine) din fainurile de porumb;

- caracterizarea acestora folosind diferite metode chimice de analiza;

- optimizarea metodelor folosite la extractia zeinei;

- urmdrirea aplicabilitatii zeinelor pentru realizarea de sisteme de eliberare controlata a
medicamentelor;

- studiul capacitatii de retinere a metalelor grele;

- caracterizarea prin spectroscopie FTIR a zeinei pure si functionalizate in
prezenta/absenta ionilor metalelor grele;

- diseminarea rezultatelor la manifestari stiintifice si publicarea lor in reviste nationale
si/sau internationale cu factor de impact sau BDIL.

Lucrarea de fata a avut ca punct de plecare inventia cu titlul "Procedeu de obtinere din
porumb a fractiilor farinice de inaltd calitate biologica sau industriala" [2], apartinand
conducatorului de doctorat, profesor universitar Dr. Gabi Drochioiu, de la Universitatea

"Alexandru Ioan Cuza" din lasi, patent cu numarul RO128468 si urmareste sa pund in



evidentad aplicabilitatea acestei inventii, prin posibilitatea obtinerii de compozitii diferite ale
fainurilor si dezvoltarea unor cercetari originale asupra zeinelor.

Lucrarea are un numar de 6 capitole si cuprinde un numar de 142 pagini, 62 figuri, 13
tabele si se finalizeaza cu publicarea a 3 articole stiintifice. In Capitolul 1, sunt prezentate
principalele aspecte legate de stadiul actual al cunoasterii in domeniul proteinelor
prolaminice, o caracterizare a acestora privind proprietdtile, metodele de extractie si
caracterizare a acestora, iar in finalul acestui capitol sunt prezentate o serie de aplicatii ale
zeinelor. In Capitolul 11, sunt prezentate pe larg materialele, reactivii si instrumentele folosite
in cadrul experimentelor din teza de doctorat, dar si modul de lucru privind metodele de
extractie si caracterizare a zeinelor. Capitolul 111 prezinta prima parte a cercetarilor personale
privind optimizarea metodei de extractie a zeinelor din porumb, utilizdnd fainuri comerciale,
dar si seminte de porumb care au fost macinate pana la o anumitd granulatie, in functie de
necesitatea realizarii unor extractii mai eficiente. De asemenea, sunt prezentate masurdtori
spectroscopice si fluorimetrice ale proteinelor, dar si o imbunatatire a metodei biuretului de
determinare a concentratiei proteinelor. Capitolul 1V cuprinde un studiu amanuntit al
extractiei zeinelor privind cele mai importante aspecte cum ar fi: influenta solventului, a
temperaturii utilizind termomixerul, ultrasunetele si microundele. In Capitolul V sunt
prezentate o serie de masurdtori privind caracterizarea proteinelor prolaminice prin
electroforeza unidimensionald, urmatd de masuratori prin spectrometrie de masa de tip
MALDI-ToF. In Capitolul VI sunt prezentate doud aplicatii ale zeinelor si anume
functionalizarea acestora si reactia lor cu ionii metalelor grele. Mai mult, a fost realizat un
studiu al interactiunii peptidei fluorescente glicil-L-triptofan cu zeinele. Teza de doctorat se
incheie cu prezentarea concluziilor generale, a referintelor bibliografice, iar in anexe sunt
adaugate lucrarile publicate in extenso, precum si posterele prezentate la conferinte
internationale si nationale. Prezenta lucrare de doctorat deschide perspective noi de cercetare
in domeniul biochimiei agricole si biotehnologiei prin gasirea unor metode mai bune de
au fost publicate un numar de 3 lucrari stiintifice cotate ISI cu un factor de impact cumulat de

5,7, din care contributia cercetarilor proprii a fost de 2,7 unitati.



Capitolul ITI. Rezultate obtinute.

Optimizarea metodologiei de analiza

I11.3. Determimarea concentratiei zeinei extrase folosind metoda Biuret

Zeina, proteind solubild in alcool, care se gaseste in porumb, are o calitate nutritiva
redusa datoritd continutului scazut in aminoacizii triptofan si lizina [176, 29]. Pentru a evalua
calitatea proteinei din porumb, anterior, au fost propuse o serie de teste rapide [177, 178,
179]. Metoda biuretului este o0 metoda simpla si accesibila de determinare a proteinelor, ce

poate fi aplicata si la determinarea zeinei.
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Figura 111.9. Spectrele UV-Vis obtinute folosind reactivul Biuret pe un interval de
concentratie 0-2 mg/mL. Lungimea de unda de 454 nm a fost aleasa pentru trasarea curbei de

etalonare utilizata la determinarea zeinei.

Extractia rapida a proteinei s-a efectuat in conditii de ultrasonicare asemanatoare cu
cele descrise in literatura [180]. Absorbanta masurata la 545 nm a fost dependentad de timpul
de sonicare (Figura 111.10.) si s-a incadrat intr-o dependenta polinomiala de ordin 3, de forma
y = 2E-06 x*- 0,0002 x*+ 0,0109 x + 0,4807. Valoarea absorbantei (y) complexului zeinei
extrase cu ionii de cupru creste pand la aproximativ 25 minute de extractie (in ecuatie, X).
Dupa aceasta perioadd, nu s-a mai extras o cantitate suplimentara de proteina in urmatoarele
10 minute. Coeficientul de corelatie (r), este destul de ridicat sugerand faptul ca extractia

proteinelor prin aceastd metoda este eficienta.
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Figura 111.10. Dependenta absorbantei complexului zeinic de timpul de sonicare. Zeina a fost
extrasa utilizand fractiunea cu granulatia mai mica de 100 um utilizand reactia cu ionii de

cupru

I11.4. Aplicarea metodei biuret folosind probe reale

In Figura 111.12. sunt redate valorile absorbantelor pentru zeina extrasa din faina cu
granulatia de 710 pm in etanol 70%. Intre cele doud serii de date obtinute cu ajutorul
cititorului In microplaci si, respectiv, la spectrofotometru, s-a gasit o corelatie semnificativa (r
= 0,998) si o ecuatie a dreptei y = 0,8761x, unde Y reprezinta valoarea absorbantei biuretului
la 560 nm, x valoarea absorbantei citita cu ajutorul spectrofotometrului, iar r coeficientul de
corelatie. Extractia la ultrasunete a crescut concentratia de zeina de 3.4 ori, de la 0,143 la
0,488 unitati de absorbanta. Cititorul in microplaci a oferit avantajul utilizarii unui volum mic
de extract zeinic i cantitati mici de reactivi. Din pacate, microplacile pot fi utilizate numai
pentru solutii transparente la lungimi de undd predefinite. Datoritd faptului careactia
biuretului utilizeaza fosfat de cupru, aceasta sare poate interfera in cuantificarea absorbantei.
Mai mult decéat atat, microplacile nu pot fi utilizate pentru extractia proteinei totale cu solutie

alcoolicd alcalind deoarece atat faina de porumb cat si fosfatul de cupru sunt insolubile si
absorb la 545 nm.
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Figura 111.12. Valorile absorbantei obtinute prin reactia biuret masurate la 545 nm la
spectrofotometru UV-Vis (Clasic) si la 560 nm la un cititor de placi (Micropldci) pentru
extractul de zeina (Clasic: 1 mL extract a fost tratat cu 0,2 mL KOH 6% si 20 mg fosfat de
cupru; Micropldaci: 200 uL extract zeinic a fost tratat cu 40 uL KOH si 5 mg fosfat de cupru).
Conditii de lucru: agitate la temperatura camerei sau cu ajutorul unui termomixer la 60°C

timp de 30 minute si respectiv sonicare la temperatura camerei timp de 10 min

I1L.5. Eficienta metodei de determinare a proteinelor investigate
Reactivul biuret clasic este obtinut prin dizolvarea a 9 g tartrat de sodiu si potasiu, a 3

g de sulfat de cupru cu 5 molecule de apa si a 5 g de iodura de potasiu Tn 400 mL de NaOH
0,2 M si ajustarea volumului final la 1 L folosind apa distilata [181]. Procedura noastra de
determinare a proteinelor nu are nevoie de un astfel de reactiv deoarece proteina bruta este
extrasi in solutie alcalind alcoolicd, urmand imediat reactia ei cu ionii de cupru. In timpul
procesului de extractie daca se foloseste un agent de reducere de tipul DTT-ului, dupa reactia
biuret dintre legatura peptidica si ionii de cupru, se observa aparitia unui precipitat negru,
sulfura de cupru, care este indepartat prin centrifugare.

Testul Bradford este mai rapid si mai sensibil decat metoda clasica folosind reactivul
biuret. Cu toatea acestea, bazadndu-ne pe metoda descrisa aici care consta in special in
sonicarea probelor, determinarea proteinei extrase din faina de porumb prin reactia biuretului
devine mai rapida decit metoda Bradford. In general, metoda biuretului consuma mai multi
reactivi decat alte teste de determinare a proteinelor [180,182]. Cu toate acestea, cresterea
porumbului necesita teste de proteine viabile pentru cel putin 30-50 mg proba, deoacere
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cantititile mici genereaza erori datorate compozitiei diferite a semintelor de porumb
individuale. Testul propus este aplicabil in varianta micropldcilor reducand proportional
cantitatea de esantion (proba) luata in lucru (5 mg) si volumele/cantitatile de reactivi utilizate.

Proteinele cu un continut de aminoacizi aromatici diferit pot da valori variabile (mai
mari sau mai mici) ale absorbantei biuretului [183]. Cu toatea acestea, nu am constatat un
astfel de fenomen, probabil datorita compozitiei in aminoacizi relativ omogena a proteinei din
fainurile de porumb luate in lucru in cadrul tezei de doctorat.

Caldura generata in timpul sonicarii nu a avut un efect semnificativ asupra extractiei
proteinei din probele de faina degresate. Cu toatea acestea, temperatura baii cu ultrasunete pe
toatd perioada sonicarii a fost mentinutd pe cat posibil constantd prin addugarea unor cuburi
de gheatd sau prin efectuarea unor pauze in cadrul experimentelor. De exemplu, agitarea la
ultrasunete timp de 15 minute a fost urmata de centrifugarea eppendorf-urilor timp de 10
minute, apoi s-au adaugat noi volume de solvent prospat pentru extractie si procedura a fost
repetata.

Cromatografia de lichide de 1nald performantd (HPLC) a proteinelor cerealiere a
devenit o metoda puternica pentru izolarea i caracterizarca acestora [184-187]. Scopul
nostru a fost sd determindm continutul total de proteine printr-o metoda spectrofotometrica
foarte simpla si eficientd prin cresterea concentratiei de zeina extrasd cu ajutorul sonicarii.
Intr-adevidr, metoda HPLC este superioara testului nostru, insd necesitd instrumente si
accesorii relativ scumpe. Cea mai pura zeind se obtine atunci cand se apeleaza la o extractie
care se efectueaza la o temperaturd joasd conform metodei propuse de Carter si colaboratorii
sai [73]. Avand in vedere cd interesul pentru studierea zeinei este din nou in crestere [30] am
studiat, n special o serie de metode clasice de extractie ale zeinei si am constatat ca sonicarea

poate imbunatiti mult atat extractia cat si parametrii analitici ai metodei de analiza.

II1.6. Avantajele utilizarii metodei propuse

Este binecunoscut faptul ca exista putine substante care interfera cu testul biuret ( de
exemplu, sirurile de amoniu). In plus, in experimentele noastre, am gisit mai putine abateri
de la liniaritate in comparatie cu masuratorile in domeniul ultraviolet. Metoda biuretului, care
determind proteinele totale din porumb, implica o incubare prealabild a probelor (sonicare)
timp de 30 minute urmata de reactia proteinelor extrase cu o sare de cupru insolubila (fosfat
de cupru) la un pH ridicat. In general, ultrasunetele maresc viteza unei reactii chimice, timpul

de reactie scade, conditiile de reactie sunt mai blande, iar energia consumatd scade

11



semnificativ [188]. Am utilizat ultrasunetele atat pentru imbunatatirea randamentului de

extractie, cat si a vitezei de reactie a testului biuret.

Micro-metoda biuret modificata s-a dovedit a fi o tehnica simpla, reproductibila si de

incredere. Pe parcursul metodei sunt utilizati reactivi si sticlarie necostisitoare. In plus, nu este

necesara nici o pregatire in prealabil a probelor, cu exceptia citirilor uzuale a solutiilor

colorate care se realizeaza folosind un spectrofotometru sau un cititor de microplaci. Mai

mult, metoda biuretului este rapida, mai simpla decat tehnica Kjeldahl si poate fi recomandata

ca un inlocuitor al acesteia din urma.

111.7. Concluzii

v

s-au studiat duritatea a doud sorturi de fainuri comerciale diferite din Romania, una
degerminativa si alta germinativa.

s-a observat faptul ca fiina de tip Enache, degerminatd, a prezentat 90% din particule
in intervalul 355 - 710 um, in timp ce varietatea Aro, numai 83,6%, duritatea sa mai
mare fiind reflectatd si de un procent de 5% faind cuprinsa in intervalul 0,71 - 1,0 mm.
s-au realizat o serie de determindri spectrale ale zeinelor si albuminei serice bovine in
prezenta ionilor de fier si aluminiu.

din spectre s-au observat urmatoarele: zeinele prezintd un maxim la 277 nm care se
deplaseaza cu 18 nm atunci cand se adaugd ioni de Fe*'. lonii de AI** determind
deplasarea benzii de la 277 nm la 290 nm, si scdderea valorii absorbantei cu 30%.

s-a studiat comportarea spectrofluorimetrica a zeinei standard sau a extractelor zeinice,
la diferite concentratii prin excitarea resturilor de aminoacizi aromatici (fenilalanina si
tirozina).

din spectrele de fluorescenta s-au observat urmatoarele: la concentratii ridicate de
zeina se observa fenomenul de autostingere, iar o parte din energia de excitare a
fenilalaninei a fost cedata tirozinei In procesul de absorbtie a radiatiei UV de la 275
nm.

a fost propusa o metoda simpla si precisa de extractie a zeinei din faina de porumb
comerciald si din seminte hibrid asistatd de ultrasunete, concomitent cu reactia
biuretului.

s-a avut Tn vedere optimizarea concentratiei reactivilor si a timpului de incubare,

asigurand o precizie, reproductibilitate §i acuratete sporite.
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v’ utilizarea ultrasonicarii a imbunatitit in mod semnificativ capacitatea de extractie a
proteinelor si determinarea lor din materiale biologice cum sunt fainurile cerealiere.
v’ parametrii optimi de extractie pentru a-zeind au fost 30 minute la 60 °C in etanol 70%

utilizand faina degresata cu diametrul particulelor de 100 um.
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Capitolul IV. Studiul extractiei zeinelor

IV.2. Studiul extractiei zeinelor din faina comerciala
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Figura IV.9. Relatia dintre absorbanta biuretului la 545 nm si timpul extractiei zeinei din
faina comerciala F1 cu granulatia de 250 um.
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Figura 1V.10. Dependenta absorbantei biuretului la 545 nm de timpul de extractie a zeinei
din faina comerciala F1 cu granulatia de 500 um.
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Extractia zeinei din faina de 250 pm pe un termomixer a atins un maxim la 45 minute,
cand absorbanta a prezentat valoarea de 0,4 (Figura 1V.9). Extractia asistata de ultrasunete a
atins un maxim la 60 minute, moment in care valoarea absorbantei a fost de 0,8. La faina cu
granulatia mai mare, avand un diametru al particulelor de 500 um, s-a extras pe termomixer
numai jumitate din cantitatea de zeini fatd de metoda cu ultrasunete. In ceea ce priveste
granulatia mai fina, de 250 um, diferenta dintre cele doua metode de extractie a fost mai mare
decat 1n cazul fainei de 500 um (Figura 1V.10). Din Figurile IV.9 si 1V.10, se observa o serie
de diferente. In primul rand, metoda extractiei la termomixer determind o extractie mai slaba a
zeinel in cazul fainei mai granulate (500 um). Contrar, folosind metoda ultrasunetelor s-a
extras o cantitate de zeina aproape identica in cazul celor doua granulatii luate in lucru. Mai
mult decat atat, sonicarea a fost mai eficienta atunci cand s-a aplicat la faina mai granulata,

chiar daca extractia a fost mai lenta in primele 5 minute.

IV.3. Extractia zeinelor din fiaina obtinuta din porumb hibrid

Din masuratorile noastre la temperatura camerei, se observa ca cea mai mare cantitate
de zeina a fost extrasd dupa 30 minute din faina de 100 pum (Figura 1V.12). Chiar daca faina
de 710 pm contine mai multd zeind, cantitatea extrasa in primele 30 minute a fost de doua ori
mai mica decat in cazul fainei de 100 um. La cresterea temperaturii pand la 60 °C, extractia
asistatd de ultrasunete a zeinelor din fdina de 100 um a fost mai eficienta in primele 10
minute, in timp ce la granulatia de 710 pm, o extractie mai completa necesitd un timp de 30
minute (Figura 1V.13). Astfel, la aceasta temperatura, s-a extras o cantitate de 65% din totalul
zeinei in primele 30 minute. In aceeasi perioada de timp, la granulatia de 100 pm s-a extras
88% din zeind. La temperatura camerei, 74% din cantitatea totald de zeina a fost extrasd in

conditiile sonicarii in primele 60 minute.
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Figura IV.12. Absorbanta biuretului extractelor alcoolice pentru diferiti timpi de extractie.
Extractia sub actiunea ultrasunetelor a fost realizata la 25°C utilizand 2 granulatii diferite

(710 um si 100 um).
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Figura IV.13. Relatia absorbantei biuretului cu timpul de extractie a zeinelor sub actiunea

ultrasunetelor la 60 °C (granulatii: < 710 um si < 100 um).

1V 4. Extractia zeinelor sub actiunea microundelor
In Figura IV.14. este redati dependenta absorbantei biuretului in functie de

concentratia zeinei extrase la diferite intervale de timp. Zeina a fost extrasd din faina de
16



porumb hibrid folosind microundele. Cantitatea de zeind extrasa a fost comparata cu aceea
extrasd sub actiunea ultrasunetelor. De asemenea, zeina a fost extrasa folosind microundele si
ulterior prin ultrasunete timp de 15 minute pentru a studia si influenta acestora in procesul de
extractie. De regula, ultrasunetele au condus la o crestere a absorbantei in primele 30 minute,
apoi au indus o scadere a acesteia. Din datele obfinute anterior, s-a demonstrat ca in primele
30 minute extractia zeinei este aproape aceeasi ca si in cazul probelor extrase la microunde.
Din aceste date, se poate spune cd cea mai mare cantitate de zeind se extrage dupd 60 secunde
sub actiunea microundelor, in timp ce doar jumatate din cantitatea de zeina a fost extrasa intr-

un timp echivalent, insd exprimat in minute.

0,5 1
0,45 - |
04, xX =< X N " X
E 035 m N
2 0|
8 0,25 ~
_‘.E 0,2 - © Martor
§ 015 - B Microunde (secunde)
< 01 - Ultrasunete (minute)
005 - X Microunde +Ultrasunete
] S A —
0 10 20 30 40 50 60
Timp

Figura IV.14. Relatia absorbantei biuretului cu timpul de extractie a zeinelor sub actiunea
microundelor si ultrasunetelor, granulatia de 100 um. In cazul probelor denumite in grafic
"Microunde + Ultrasunete", s-a avut in vedere urmdtoarele intervale de timp 5, 10, 15, 30,

45, 60 secunde pentru Microunde si apoi 15 minute pentru Ultrasunete.
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Figura 1V.15. Dependenta concentratiei de zeind extrasa de puterea aplicata la extractia

acesteia asistata de microunde la 15 secunde iradiere.

In Figura IV.15. este redati relatia dintre absorbanta biuretului si concentratia de

zeina extrasa la diferite valori ale puterii cuptorului cu microunde. Cantitatea de zeina extrasa

respecta o ecuatie polinomiald de ordin doi. Se observa ca cea mai mare cantitate de zeina se

extrage la 500 W, dupa care aceasta scade posibil datorita faptului ca sub actiunea caldurii,

moleculele se fragmenteaza brusc.

IV.5. Concluzii

v

v

v

s-a studiat extractia zeinelor din semintele si fdinurile de porumb cu diversi solventi
organici §i amestecuri de solventi.

S-a observat ca fdinurile de porumb cu granulatie mare (mai dure) necesitd o cantitate
mai mare de alcool pentru extractia zeinelor, in timp ce, din cele fine, zeina se extrage
mai usor in solutii apoase de alcool (cu concentratii de minim 50%). Cea mai mare
cantitate de zeina se extrage utilizand etanolul, iar cea mai mica la folosirea alcoolului
izopropilic.

s-au realizat extractii ale zeinelor din faina comerciald la doua granulatii diferite (250
um si, respectiv, 500 um) sub actiunea ultrasunetelor si cu ajutorul unui termomixer.
S-au observat urmatoarele: extractia sub actiunea ultrasunetelor a zeinei a atins un
maximum la 60 minute, iar la folosirea termomixerului, la 45 minute. La faina cu

granulatia mai mare, avand un diametru al particulelor de 500 pm, s-a extras prin
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termomixare numai jumatate din cantitatea de zeind extrasd sub actiunea
ultrasunetelor.

v' s-au realizat extractii ale zeinelor din fdina obtinuta prin macinarea porumbului hibrid
la doud granulatii diferite si anume 710 um si 100 um. S-au observat urmatoarele:
extractia zeinei din faina cu granulatia de 100 um a fost maxima in mai putin de 30
minute de sonicare. In acelasi interval de timp, s-a extras doar jumitate din cantitatea
de zeina din faina mai durd. Cantitatea de zeina extrasa folosind termomixerul timp de
270 minute a fost de 68,3% din totalul de proteina extrasa. In plus, 74% din totalul de
zeina s-a extras n conditiile sonicarii in primele 60 minute.

v’ s-a studiat pentru prima datd extractia zeinelor din fainurile de porumb hibrid cu
ajutorul microundelor. Rezultatele au indicat faptul cd este extrasa o cantitate dubla de
zeina in numai 60 secunde, in comparatie cu metoda ce utilizeaza ultrasunete, si care a

fost aplicata pe o perioadd de 60 min si nu secunde.
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Capitolul V. Metode de caracterizare a zeinelor

V.1. Caracterizarea zeinelor prin electroforeza

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
kDa [ b » o P
116.0 -—
66.2 | e
450 @ e
35.0 | e
25.0 | - :

- - L -~ 5 - -

18.4 | .
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Figura V.3. Separarea prin electroforeza unidimensionala a zeinelor sub actiunea
microundelor si ultrasunetelor in absenta sau prezenta DTT-ului. Probele numerotate 1- 10
au urmdtoarea semnificatie: (1) - amestec standard de proteine; (2) - seminte de porumb
hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% la o putere de 200 W; (3) -seminte de porumb
hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% cu DTT la o putere de 200 W; (4) - seminte de
porumb hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% la o putere de 700 W; (5) - faina de
porumb hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% cu DTT la o putere de 700 W, (6) -
seminte de porumb hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% la ultrasunete; (7) - seminte
de porumb hibrid KWS granulatia 100 um in etanol 70% cu DTT la ultrasunete; (8) - zeina
standard in etanol 70% cu DTT la o putere de 700 W; (9) - zeina standard in etanol 70% la o

putere de 700 W; (10) - zeina standard extrasa la ultrasunte timp de 15 minute

Probele provenite prin extractia zeinelor cu etanol in prezenta sau absenta DTT, sub
actiunea microundelor, prin iradiere timp de 15 secunde (din 5 in 5 secunde) sunt prezentate
in Figura V.3. Probele provenite de la tratamentul cu ultrasunete, pe baie timp de 15 minute,
par sd aiba concentratii mai reduse de zeind decat cele aflate sub actiunea microundelor. Din
Figura V.3. se observa ca profilele electroforetice ale zeinelor extrase sub actiunea
microundelor la doud puteri diferite, de 200 W si de 700 W (probele 2 si 4) sunt

asemandtoare, ceea ce sugereaza faptul ca energia microundelor nu influenteaza structura
20



zeinelor.. Astfel, s-au observat 3 benzi cu mase moleculare cuprinse in intervalul 22 - 25 kDa
corespunzatoare a-zeinelor si o banda la 45 kDa specifica dimerilor de a-zeina. Acest lucru
este confirmat de disparitia acestei benzi in cazul profilelor electroforetice ale probelor 3 si 5,
atunci cand probele au fost tratate cu agentul reduciator DTT. In cazul zeinelor extrase cu
ajutorul ultrasunetelor (probele 6 si 7) se observa ca profilul electroforetic este asemanator cu
cel in care s-a folosit extractia sub actiunea microundelor. In cazul probelor 8, 9 si 10 s-a
utilizat zeina standard. Aceasta a fost tinuta timp de 15 secunde la microunde (probele 8 si 9)
si 15 minute la ultrasunete (proba 10). Se observa prezenta a doud benzi la 22 si 23 kDa si a
unei benzi la 45 kDa, insd, pe de alta parte au disparut in totalitate benzile de la mase
moleculare > 66 kDa. S-a introdus zeina standard pentru a studia efectul microundelor si s-a
constatat cd la puterea si timpul de actiune a microundelor din aceste experimente, zeinele nu

sufera modificari vizibile.

V.2. Caracterizarea zeinelor prin spectrometrie de masa MALDI-Tof

Baza mondiala de date UniProt (eng. Universal Protein Resource) este catalogul on-
line cel mai cuprinzator si cu o permanenta actualizare a informatiilor cu privire la secventa si

functia proteinelor (Www.uniprot.org). In aceasti baza de date, existd o multitudine de tipuri

de zeine. Fiecare tip de faind comerciala, fiecare soi de seminte de porumb poseda un anumit
genotip, o anumita secventd de aminoacizi proprie si deci un anumit tip de zeina.
Variabilitatea zeinelor este foarte mare si este folosita pentru a diferentia liniile si soiurile sau
hibrizii de porumb intre ei. Printre obiectivele acestei lucrari a fost si caracterizarea fainurilor
comerciale si cele provenite de la porumb hibrid autohton folosind spectrometria de masa
MALDI-ToF.

lonul molecular teoretic [M+H]" calculat cu ajutorul programului Isotopldent de la
adresa de internet www.uniprot.org, are valoarea de 29063 Da pentru a-zeind, 19559 Da

pentru B-zeind, 23689 Da pentru y-zeina si respectiv 16369 Da pentru 8-zeina.
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V.2.1. Extractia in doi solventi diferiti
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Figura V.4. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P1 (extractie cu etanol 70%, 30 min pe

baie cu ultrasunete din fdina de seminte de porumb KWS cu granulatia < 710 um).
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Figura V.5. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P2 (extractie cu etanol 70%, 30 min pe

baie cu ultrasunete faina F1 granulatia de 710 um).
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Figura V.6. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P3 (extractie cu etanol 70%, 30 min pe
baie cu ultrasunete faina F1 granulatia de 250 um)
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Figura V.7. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P4 (extractie cu ACN 60%, 10 mM DTT,
60 min la 60 °C, fdind din seminte de porumb hibrid KWS cu granulatia de 710 um).
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Figura V.8. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P5 (extractie cu ACN 60%, 10 mM DTT,
60 min la 60°C, faina comercialda F1 cu granulatia de 710 um).
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Figura V.9. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P6 (extractie cu ACN 60%, 10 mM DTT,
60 min la 60 °C, faina comerciala F1 cu granulatia de 250 um).
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Figura V.10. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P7 (extractie cu etanol 70%, 30 min pe

baie cu ultrasunete, provenita din seminte de porumb KWS cu granulatia < 100 um).
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Figura V.11. Spectrul de masa MALDI-Tof al probei P8 (extractie cu ACN 60%, 10 mM
DTT, 60 min la 60°C din fdina obtinutd din seminte de porumb hibrid KWS cu granulatia <
100 um).
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V.2. 2. Reactia cu iodacetamida

Tabel V.1. Valorile experimentale ale maselor zeinelor inainte (P11) si dupa (P12) reactia cu

iodacetamida

Familia de zeine P11 P12 Diferenta Numir de
m/z experimental m/z experimental m/z cisteine
15 kDa B-zeine 17468 17795 327 6
19 kDa a-zeine 23354 23435 81 2
19 kDa a-zeine 24025 24109 84 2
19 kDa a-zeine 24433 24470 37 1
22 kDa a-zeine 26736 26773 37 1
V.3. Concluzii

v’ s-a realizat caracterizarea zeinelor prin electroforezd unidimensionald pe gel de
poliacrilamidad utilizdnd porumbul hibrid KWS 3871 la doud granulatii diferite si
anume 710 pum si < 100 pm. Din rezultatele obtinute, se poate concluziona ca se
extrage o cantitate mai mare de zeina atunci cand probele au fost sonicate, comparativ
cu extractia lor pe un agitator mecanic, insa la o temperatura de 60 °C

v in solutie de etanol 70% s-au extras si oligomeri de zeind avind mase moleculare
ridicate. Acest lucru a fost observat prin aparitia unei benzi caracteristice dimerilor de
a-zeine la aproximativ 45 kDa si disparitia ei dupa tratarea probelor cu DTT

v’ s-a studiat influenta extractantului in procesul de extractie utilizind spectrometria de
masd MALDI ToF. Din spectrele probelor din Figurile V.4.- V.9. se poate concluziona
ca semnalele din intervalul 23.3- 24.1 kDa au fost caracteristice 19 kDa a-zeinei iar
cele din intervalul 24.5-26.7 kDa au fost caracteristice 22 kDa a-zeinei. De regula,
spectrele au fost similare indiferent de granulatia cu care s-a lucrat si indiferent de
tipul de fiina investigati. In prezenta agentului de reducere DTT, s-a observat aparitia
semanalelor caracteristice 15 kDa B-zeinei de la m/z 17. 4 kDa si m/z 21.1 kDa
caracteristic 27 kDa y-zeinei.

v din spectrele MALDI ToF ale probelor P7, P8 (Figurile V.10.- V.11.) se poate
concluziona cd atunci cand extractia s-a realizat cu ACN 60%, a aparut un semnal nou

la m/z 17461 caracteristic 15 kDa [-zeinei.
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v in urma reactiei cu iodacetamida a probei P9, in spectrul MALDI-Tof s-au observat
trei deplasari in spectrul de masa si anume deplasarea semnalului corespunzator [3-
zeinei prin modificarea a sase resturi de cisteind si doud deplasdri ale semnalelor

corespunzatoare o-zeinelor prin modificarea unui rest de cisteina
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Figura VI.2. Spectrul FT-IR al zeinei acetilate.
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Figura V1.4. Spectrul FT-IR al His-Ac-zeinei in prezenta ionilor de Cu**

V1.4. Concluzii

v’ s-a investigat acetilarea zeinelor si functionalizarea acestora, precum si interactiunea

lor cu ionii metalelor grele uitlizand spectroscopia de infrarosu



v’ cele mai importante benzi din spectrul FTIR al zeinei sunt cele de la 1639 si, respectiv,

la 1628 cm™, caracteristice legaturilor peptidice. Acestea au aritat o conformatie

neordonata si una 3-pliata a moleculelor proteice

V" Prin tratare cu clorura de acetil, gruparile aminice libere sunt acetilate si, in consecinta,

spectrul zeinei se modifica semnificativ. Astfel, s-a observat aparifia la 2925 em® a
unui semnal mai intens decat acela al zeinei netratate, ceea ce reflecta cresterea
numarului de legaturi -C-H, provenite de la gruparile acetil adaugate (-CH3CO) si care
s-au legat de gruparile aminice libere. De asemenea, la 1398 cm™ si la 1542 cm™ au

aparut semnale care denota structura de tip acetamidic (CH3CONH-).

v’ s-a realizat functionalizarea zeinei cu aminoacidul histidina. Spectrul FT-IR obtinut

v

pentru histidil-acetil-zeina s-a modificat foarte mult. Astfel, au aparut o serie de
semnale, mai intense, 1n regiunea amida I si amida II la 1626 cm?, 1573 cm™ i 1532
cm™. Alte semnale importante apar la 1437 cm™, 1244 cm™, 1088 cm™, 1045 cm™,
893 Cm'l, si, respectiv, 640 cem™. Ultimul semnal este o caracteristicd a inelului
imidazolic si confirma legarea resturilor de histidind de zeina.

s-a realizat reactia dintre compusul functionalizat cu histidind si ionii de Cu®" si
respectiv de Ni?*. In cazul celor doud metale grele, s-a observat disparitia semnalului
de la 2119 cm™, In prezenta lor s-a observat aparitia a doud semnale noi, unul la 1448

cm™ si a altul la 1346 cm™
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Concluzii generale

Teza de doctorat intitulatd "Contributii la studiul extractiei si aplicatiilor biomedicale
si analitice ale zeinelor din porumbul autohton." este structuratd in doua parti si anume:
Stadiul actual al cunoasterii in domeniul de cercetare ce cuprinde Capitolul I si Cercetéri
personale (Capitolul 11, Capitolul 111, Capitolul IV, Capitolul V, Capitolul V1). Pe baza

rezultatelor obtinute, putem concluziona urméatoarele:

1. S-au studiat sorturi de fainuri diferite si a fost optimizatd metoda de extractie a
proteinelor prolaminice din fiina de porumb comerciald si din seminte de

porumb hibrid

2. S-a realizat studiul extractiei zeinelor sub actiunea termomixerului,

ultrasunetelor si microundelor utilizind metoda optimizati anterior

3. S-a realizat caracterizarea proteinelor prolaminice prin electroforeza

unidimensionala si prin spectromerie de masa MALDI-ToF

4. S-a studiat functionalizarea zeinelor cu histidind precum si interactiunea
compusului nou format cu ionii metalelor grele. S-a investigat interactiunea

aminoacizilor fluorescenti cu zeina

Rezultatele prezentate, (extractia zeinelor, caracterzarea lor, dar si posibile aplicatii) pot fi

utilizate ulterior pentru noi cercetari in domeniu
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