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Motivaţie 

  

 Zeina este un polimer natural, relativ ieftin şi uşor de obţinut în cantitǎţi industriale, 

care formează filme dure, lucioase, rezistente la atacuri microbiene. Astfel, aceasta poate fi 

utilizată în industria farmaceutică şi alimentară, dar şi tehnologică prin obţinerea unor 

materiale biodegradabile. Compoziţia chimică a hranei trebuie să fie echilibrată şi să conţină 

pe lângă zaharuri şi amidon care produc energie, acizi graşi, aminoacizi esenţiali şi proteine 

cu o compoziţie apropiatǎ de aceea din corpul uman sau animal. Cerealele sunt bogate în 

substanţe energetice, zaharuri şi grǎsimi, însă au proteine sǎrace în lizină şi triptofan, doi 

aminoacizi esenţiali [1]. De fapt, cerealele cum ar fi porumbul, grâul, orzul, ovăzul, etc., 

conţin prolamine (prolamina din porumb se numeşte zeină), care sunt aproape lipsite de astfel 

de aminoacizi şi conferǎ astfel cerealei în cauzǎ o valoare alimentarǎ scǎzutǎ. Zeina poate fi 

însă folosită ca adaos în hrana animalelor poligastrice, deoarece bacteriile, în procesul 

rumegării, pot transforma aminoacizii neesenţiali în aminoacizi esenţiali, inclusiv în lizină şi 

triptofan. În hrana animalelor supuse îngrăşării, cum este cazul păsărilor şi porcilor, cerealele 

trebuie suplimentate cu produse ce conţin aminoacizi esenţiali cum ar fi şrotul de soia, făina 

de peşte, unele vitamine etc. De aceea, este recomandat ca zeina sǎ fie extrasă din fǎinurile de 

porumb, ceea ce ar avea ca rezultat creşterea valorii nutritive a acestora, în timp ce zeina 

purificată ar putea fi utilizată în industrie pentru obţinerea copolimerilor, maselor plastice, 

peliculelor biodegradabile pentru încapsularea medicamentelor sau pentru obţinerea 

medicamentelor retard, cu eliberare prelungită. 

 De aceea, prezenta lucrare de doctorat investighează posibilităţile de extracţie a zeinei 

din făinurile de porumb autohton, folosind metode bioanalitice “eco-friendly” cu aplicabilitate 

pe scară largă. Mai mult, interesul nostru a fost focalizat către studiul structurii şi 

proprietăţilor zeinelor în vederea lǎrgirii gamei sale de utilizǎri, folosirea zeinelor la obţinerea 

de medicamente sau la reţinerea ionilor de metale grele, toate acestea având aplicaţii 

biomedicale sau industriale.  
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Introducere 

 Teza de doctorat intitulată "Contribuţii la studiul extracţiei şi aplicaţiilor biomedicale 

şi analitice ale zeinelor din porumbul autohton.” are ca obiectiv principal realizarea unei 

cercetări mai aprofundate a zeinei, o materie primǎ ieftinǎ, biologică, disponibilă în cantităţi 

industriale şi cu mare aplicabilitate practică şi care constă într-un amestec de proteine solubile 

în soluţii alcoolice, cu posibilitatea găsirii unor noi căi de valorificare a acesteia. Acest 

obiectiv este secondat de studiul proteinelor şi a aminoacizilor din cereale, studiul 

decontaminării mediului de metale grele cu ajutorul zeinei, contribuţii la obţinerea de noi 

medicamente sau îmbunǎtǎţirea cǎilor de aplicare a medicamentelor existente, precum şi 

aplicarea unor metode spectroscopice, electroforetice, au spectrometrice de masă în 

cercetările de biochimie şi toxicologie. Astfel, în cadrul acestei teze, am urmărit îmbunătăţirea 

metodologiei de extracţie şi de determinare a zeinelor, prolamine proteice, alcoolo-solubile 

din făinurile comerciale, dar şi din seminţele de porumb autohton, hibrid, din varietǎţi locale 

sau din linii consangvinizate. Ca urmare, lucrarea se referă şi la obţinerea unor făinuri de 

porumb cu compoziţii chimice diferite, utilizabile în diverse ramuri economice (creşterea 

animalelor, producerea de amidon şi alcool etilic, industria de medicamente etc.).  

Dintre activităţile de cercetare cuprinse în prezenta tezǎ de doctorat enumerǎm:   

 - obţinerea de făinuri cu granulaţii diferite şi caracterizarea acestora;  

 - extracția proteinelor prolaminice (zeine) din făinurile de porumb;  

 - caracterizarea acestora folosind diferite metode chimice de analiză;  

 - optimizarea metodelor folosite la extracţia zeinei;  

 - urmărirea aplicabilităţii zeinelor pentru realizarea de sisteme de eliberare controlată a 

medicamentelor;  

 - studiul capacitǎţii de reţinere a metalelor grele; 

 - caracterizarea prin spectroscopie FTIR a zeinei pure și funcționalizate în 

prezenţa/absența ionilor metalelor grele;  

 - diseminarea rezultatelor la manifestari ştiinţifice şi publicarea lor în reviste naţionale 

şi/sau internaţionale cu factor de impact sau BDI.  

 Lucrarea de faţă a avut ca punct de plecare invenţia cu titlul "Procedeu de obţinere din 

porumb a fracţiilor farinice de înaltă calitate biologică sau industrială" [2], aparţinând 

conducătorului de doctorat,  profesor universitar Dr. Gabi Drochioiu, de la Universitatea 

"Alexandru Ioan Cuza" din Iaşi, patent cu numărul RO128468 şi urmăreşte să pună în 
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evidenţă aplicabilitatea acestei invenţii, prin posibilitatea obţinerii de compoziţii diferite ale 

făinurilor şi dezvoltarea unor cercetări originale asupra zeinelor. 

 Lucrarea are un numǎr de 6 capitole și cuprinde un număr de 142 pagini, 62 figuri,  13 

tabele şi se finalizeazǎ cu publicarea a 3 articole științifice. În Capitolul I,  sunt prezentate 

principalele aspecte legate de stadiul actual al cunoașterii în domeniul proteinelor 

prolaminice, o caracterizare a acestora privind proprietățile, metodele de extracție și 

caracterizare a acestora, iar în finalul acestui capitol sunt prezentate o serie de aplicații ale 

zeinelor.  În Capitolul II, sunt prezentate pe larg materialele, reactivii și instrumentele folosite 

în cadrul experimentelor din teza de doctorat, dar și modul de lucru privind metodele de 

extracție și caracterizare a zeinelor. Capitolul III  prezintă prima parte a cercetărilor personale 

privind optimizarea metodei de extracție a zeinelor din porumb, utilizând făinuri comerciale, 

dar și semințe de porumb care au fost măcinate până la o anumită granulație, în funcție de 

necesitatea realizării unor extracții mai eficiente. De asemenea, sunt prezentate măsurători 

spectroscopice și fluorimetrice ale proteinelor, dar și o îmbunătățire a metodei biuretului de 

determinare a concentrației proteinelor. Capitolul IV cuprinde un studiu amănunțit al 

extracției zeinelor privind cele mai importante aspecte cum ar fi: influența solventului, a 

temperaturii utilizând termomixerul, ultrasunetele și microundele. În Capitolul V sunt 

prezentate o serie de măsurători privind caracterizarea proteinelor prolaminice prin 

electroforeză unidimensională, urmată de măsurători prin spectrometrie de masă de tip 

MALDI-ToF. În Capitolul VI sunt prezentate două aplicații ale zeinelor și anume 

funcționalizarea acestora și reacția lor cu ionii metalelor grele. Mai mult, a fost realizat un  

studiu al interacțiunii peptidei fluorescente glicil-L-triptofan cu zeinele. Teza de doctorat se 

încheie cu prezentarea concluziilor generale, a referințelor bibliografice, iar în anexe sunt 

adăugate lucrările publicate in extenso, precum și posterele prezentate la conferințe 

internaționale și naționale. Prezenta lucrare de doctorat deschide perspective noi de cercetare 

în domeniul biochimiei agricole şi biotehnologiei prin găsirea unor metode mai bune de 

extracție a zeinelor și investigarea unor noi posibilități de utilizare a zeinelor. Din cadrul tezei, 

au fost publicate un număr de 3 lucrări științifice cotate ISI cu un factor de impact cumulat de 

5,7, din care contribuția cercetărilor proprii a fost de 2,7 unități. 
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Capitolul III.  Rezultate obţinute. 

Optimizarea metodologiei de analiză 

III.3. Determimarea concentraţiei zeinei extrase folosind metoda Biuret 

 Zeina, proteină solubilă în alcool, care se găseşte în porumb, are o calitate nutritivă 

redusă datorită conţinutului scăzut în aminoacizii triptofan şi lizină [176, 29]. Pentru a evalua 

calitatea proteinei din porumb, anterior, au fost propuse o serie de teste rapide [177, 178, 

179]. Metoda biuretului este o metodă simplă şi accesibilă de determinare a proteinelor, ce 

poate fi aplicatǎ şi la determinarea zeinei. 
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Figura III.9. Spectrele UV-Vis obținute folosind reactivul Biuret pe un interval de 

concentrație 0-2 mg/mL. Lungimea de undă de 454 nm a fost aleasă pentru trasarea curbei de 

etalonare utilizată la determinarea zeinei. 

 

 Extracţia rapidă a proteinei s-a efectuat în condiţii de ultrasonicare asemănătoare cu 

cele descrise în literatură [180]. Absorbanţa măsurată la 545 nm a fost dependentă de timpul 

de sonicare (Figura III.10.) şi s-a încadrat într-o dependență polinomială de ordin 3, de forma 

y = 2E-06 x
3
- 0,0002 x

2 
+ 0,0109 x + 0,4807. Valoarea absorbanţei (y) complexului zeinei 

extrase cu ionii de cupru creşte până la aproximativ 25 minute de extracţie (în ecuaţie, x). 

După această perioadă, nu s-a mai extras o cantitate suplimentară de proteină în următoarele 

10 minute. Coeficientul de corelaţie (r), este destul de ridicat sugerând faptul că extracţia 

proteinelor prin această metodă este eficientă.  
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Figura III.10. Dependenţa absorbanţei complexului zeinic de timpul de sonicare. Zeina a fost 

extrasă utilizând fracţiunea cu granulaţia mai mică de 100 µm utilizând reacţia cu ionii de 

cupru 

III.4. Aplicarea metodei biuret folosind probe reale 

 

 În Figura III.12. sunt redate valorile absorbanţelor pentru zeina extrasă din făina cu 

granulaţia de 710 µm în etanol 70%. Între cele două serii de date obţinute cu ajutorul 

cititorului în microplăci şi, respectiv, la spectrofotometru, s-a gǎsit o corelaţie semnificativă (r 

= 0,998) şi o ecuaţie a dreptei y = 0,8761·x, unde y reprezintă valoarea absorbanţei biuretului 

la 560 nm, x valoarea absorbanţei citită cu ajutorul spectrofotometrului, iar r coeficientul de 

corelaţie. Extracţia la ultrasunete a crescut concentraţia de zeină de 3,4 ori, de la 0,143 la 

0,488 unităţi de absorbanţă. Cititorul în microplăci a oferit avantajul utilizării unui volum mic 

de extract zeinic şi cantităţi mici de reactivi. Din păcate, microplăcile pot fi utilizate numai 

pentru soluții transparente la lungimi de undă predefinite. Datorită faptului căreacția 

biuretului utilizează fosfat de cupru, această sare poate interfera în cuantificarea absorbanței. 

Mai mult decât atât, microplăcile nu pot fi utilizate pentru extracţia proteinei totale cu soluţie 

alcoolică alcalină deoarece atât făina de porumb cât şi fosfatul de cupru sunt insolubile şi 

absorb la 545 nm. 
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Figura III.12. Valorile absorbanţei obţinute prin reacţia biuret măsurate la 545 nm la 

spectrofotometru UV-Vis (Clasic) şi la 560 nm la un cititor de plăci (Microplăci) pentru 

extractul de zeină (Clasic: 1 mL extract a fost tratat cu 0,2 mL KOH 6% şi 20 mg fosfat de 

cupru; Microplăci: 200 µL extract zeinic a fost tratat cu 40 µL KOH şi 5 mg fosfat de cupru). 

Condiţii de lucru: agitate la temperatura camerei sau cu ajutorul unui termomixer la 60°C 

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

 

III.5. Eficienţa metodei de determinare a proteinelor investigate 

 Reactivul biuret clasic este obţinut prin dizolvarea a 9 g tartrat de sodiu şi potasiu, a 3 

g de sulfat de cupru cu 5 molecule de apă şi a 5 g de iodură de potasiu în 400 mL de NaOH 

0,2 M şi ajustarea volumului final la 1 L folosind apă distilată [181]. Procedura noastră de 

determinare a proteinelor nu are nevoie de un astfel de reactiv deoarece proteina brută este 

extrasă în soluţie alcalină alcoolică, urmând imediat reacţia ei cu ionii de cupru. În timpul 

procesului de extracţie dacă se foloseşte un agent de reducere de tipul DTT-ului, după reacţia 

biuret dintre legătura peptidică şi ionii de cupru, se observă apariţia unui precipitat negru, 

sulfură de cupru, care este îndepărtat prin centrifugare.  

 Testul Bradford este mai rapid şi mai sensibil decât metoda clasică folosind reactivul 

biuret. Cu toatea acestea, bazându-ne pe metoda descrisă aici care constă în special în 

sonicarea probelor, determinarea proteinei extrase din făina de porumb prin reacţia biuretului 

devine mai rapidă decât metoda Bradford. În general, metoda biuretului consumă mai mulţi 

reactivi decât alte teste de determinare a proteinelor [180,182]. Cu toate acestea, creşterea 

porumbului necesită teste de proteine viabile pentru cel puţin 30-50 mg probă, deoacere 
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cantităţile mici generează erori datorate compoziţiei diferite a semințelor de porumb 

individuale. Testul propus este aplicabil în varianta microplăcilor reducând proporţional 

cantitatea de eşantion (probă) luată în lucru (5 mg) şi volumele/cantitățile de reactivi utilizate. 

 Proteinele cu un conţinut de aminoacizi aromatici diferit pot da valori variabile (mai 

mari sau mai mici) ale absorbanţei biuretului [183]. Cu toatea acestea, nu am constatat un 

astfel de fenomen, probabil datorită compoziţiei în aminoacizi relativ omogenă a proteinei din 

făinurile de porumb luate în lucru în cadrul tezei de doctorat.  

 Căldura generată în timpul sonicării nu a avut un efect semnificativ asupra extracţiei 

proteinei din probele de făină degresate. Cu toatea acestea, temperatura băii cu ultrasunete pe 

toată perioada sonicării a fost menţinută pe cât posibil constantă prin adăugarea unor cuburi 

de gheaţă sau prin efectuarea unor pauze în cadrul experimentelor. De exemplu, agitarea la 

ultrasunete timp de 15 minute a fost urmată de centrifugarea eppendorf-urilor timp de 10 

minute, apoi s-au adăugat noi volume de solvent prospăt pentru extracţie şi procedura a fost 

repetată.  

 Cromatografia de lichide de înală performanţă (HPLC) a proteinelor cerealiere a 

devenit o metodă puternică pentru izolarea  şi caracterizarea acestora [184-187]. Scopul 

nostru a fost să determinăm conținutul total de proteine printr-o metodă spectrofotometrică 

foarte simplă şi eficientă prin creşterea concentraţiei de zeină extrasă cu ajutorul sonicării. 

Într-adevăr, metoda HPLC este superioară testului nostru, însă necesită instrumente și 

accesorii relativ scumpe. Cea mai pură zeină se obţine atunci când se apelează la o extracție 

care se efectuează la o temperatură joasă conform metodei propuse de Carter şi colaboratorii 

săi [73]. Având în vedere că interesul pentru studierea zeinei este din nou în creştere [30] am 

studiat, în special o serie de metode clasice de extracţie ale zeinei şi am constatat că sonicarea 

poate îmbunătăţi mult atât extracţia cât şi parametrii analitici ai metodei de analiză. 

III.6. Avantajele utilizării metodei propuse 

 Este binecunoscut faptul că există puţine substanţe care interferă cu testul biuret ( de 

exemplu, sărurile de amoniu). În plus, în experimentele noastre, am găsit mai puţine abateri 

de la liniaritate în comparaţie cu măsurătorile în domeniul ultraviolet. Metoda biuretului, care 

determină proteinele totale din porumb, implică o incubare prealabilă a probelor (sonicare) 

timp de 30 minute urmată de reacţia proteinelor extrase cu o sare de cupru insolubilă (fosfat 

de cupru) la un pH ridicat. În general, ultrasunetele măresc viteza unei reacţii chimice, timpul 

de reacţie scade, condiţiile de reacţie sunt mai blânde, iar energia consumată scade 
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semnificativ [188]. Am utilizat ultrasunetele atât pentru îmbunătăţirea randamentului de 

extracţie, cât şi a vitezei de reacţie a testului biuret.   

 Micro-metoda biuret modificată s-a dovedit a fi o tehnică simplă, reproductibilă şi de 

încredere. Pe parcursul metodei sunt utilizați reactivi şi sticlărie necostisitoare. În plus, nu este 

necesară nici o pregătire în prealabil a probelor, cu excepţia citirilor uzuale a soluţiilor 

colorate care se realizează folosind un spectrofotometru sau un cititor de microplăci. Mai 

mult, metoda biuretului este rapidă, mai simplă decât tehnica Kjeldahl şi poate fi recomandată 

ca un înlocuitor al acesteia din urmă.  

III.7. Concluzii 

 s-au studiat duritatea a două sorturi de făinuri comerciale diferite din România, una 

degerminativă și alta germinativă. 

 s-a observat faptul că fǎina de tip Enache, degerminatǎ, a prezentat 90% din particule 

în intervalul 355 - 710 m, în timp ce varietatea Aro, numai 83,6%, duritatea sa mai 

mare fiind reflectatǎ şi de un procent de 5% fǎinǎ cuprinsǎ în intervalul 0,71 - 1,0 mm. 

 s-au realizat o serie de determinări spectrale ale zeinelor și albuminei serice bovine în 

prezența ionilor de fier și aluminiu. 

 din spectre s-au observat următoarele: zeinele prezintă un maxim la 277 nm care se 

deplasează cu 18 nm atunci când se adaugă ioni de Fe
3+

. Ionii de Al
3+

 determină 

deplasarea benzii de la 277 nm la 290 nm, și scăderea valorii absorbanței cu 30%.  

 s-a studiat comportarea spectrofluorimetrică a zeinei standard sau a extractelor zeinice, 

la diferite concentrații prin excitarea resturilor de aminoacizi aromatici (fenilalanină și 

tirozină). 

 din spectrele de fluorescență s-au observat următoarele: la concentrații ridicate de 

zeină se observă fenomenul de autostingere, iar o parte din energia de excitare a 

fenilalaninei a fost cedată tirozinei în procesul de absorbţie a radiaţiei UV de la 275 

nm.  

 a fost propusă o metodă simplă şi precisă de extracţie a zeinei din făina de porumb 

comercială şi din semințe hibrid asistată de ultrasunete, concomitent cu reacția 

biuretului. 

 s-a avut în vedere optimizarea concentraţiei reactivilor şi a timpului de incubare, 

asigurând o precizie, reproductibilitate şi acurateţe sporite.  
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 utilizarea ultrasonicării a îmbunătăţit în mod semnificativ capacitatea de extracţie a 

proteinelor şi determinarea lor din materiale biologice cum sunt făinurile cerealiere.  

 parametrii optimi de extracție pentru α-zeină au fost 30 minute la 60 °C în etanol 70% 

utilizând fǎină degresată cu diametrul particulelor de 100 µm.  
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Capitolul IV. Studiul extracţiei zeinelor 

IV.2. Studiul extracţiei zeinelor din făina comercială 
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Figura IV.9. Relaţia dintre absorbanţa biuretului la 545 nm şi timpul extracţiei zeinei din 

făina comercială F1 cu granulaţia de 250 µm. 
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Figura IV.10. Dependenţa absorbanţei biuretului la 545 nm de timpul de extracţie a zeinei 

din făina comercială F1 cu granulaţia de 500 µm. 
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 Extracţia zeinei din făina de 250 µm pe un termomixer a atins un maxim la 45 minute, 

când absorbanţa a prezentat valoarea de 0,4 (Figura IV.9). Extracţia asistată de ultrasunete a 

atins un maxim la 60 minute, moment în care valoarea absorbanţei a fost de 0,8. La făina cu 

granulaţia mai mare, având un diametru al particulelor de 500 µm, s-a extras pe termomixer 

numai jumătate din cantitatea de zeină faţǎ de metoda cu ultrasunete. În ceea ce priveşte 

granulaţia mai fină, de 250 µm, diferenţa dintre cele două metode de extracţie a fost mai mare 

decât în cazul făinei de 500 µm (Figura IV.10). Din Figurile IV.9 şi IV.10, se observă o serie 

de diferenţe. În primul rând, metoda extracţiei la termomixer determinǎ o extracţie mai slabă a 

zeinei în cazul făinei mai granulate (500 µm). Contrar, folosind metoda ultrasunetelor s-a 

extras o cantitate de zeină aproape identică în cazul celor două granulaţii luate în lucru. Mai 

mult decât atât, sonicarea a fost mai eficientă atunci când s-a aplicat la făina mai granulatǎ, 

chiar dacă extracţia a fost mai lentă în primele 5 minute.  

 

IV.3. Extracţia zeinelor din făina obţinută din porumb hibrid 

 Din măsurătorile noastre la temperatura camerei, se observă că cea mai mare cantitate 

de zeină a fost extrasǎ după 30 minute din făina de 100 µm (Figura IV.12). Chiar dacă făina 

de 710 µm conţine mai multă zeină, cantitatea extrasă în primele 30 minute a fost de două ori 

mai micǎ decât în cazul făinei de 100 µm. La creşterea temperaturii pânǎ la 60 °C, extracţia 

asistată de ultrasunete a zeinelor din fǎina de 100 µm a fost mai eficientă în primele 10 

minute, în timp ce la granulaţia de 710 µm, o extracţie mai completă necesită un timp de 30 

minute (Figura IV.13). Astfel, la această temperatură, s-a extras o cantitate de 65% din totalul 

zeinei în primele 30 minute. În aceeaşi perioadă de timp, la granulaţia de 100 µm s-a extras 

88% din zeinǎ. La temperatura camerei, 74% din cantitatea totalǎ de zeină a fost extrasǎ în 

condiţiile sonicării în primele 60 minute.  
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Figura IV.12. Absorbanţa biuretului extractelor alcoolice pentru diferiţi timpi de extracţie.  

Extracţia sub acţiunea ultrasunetelor a fost realizata la 25°C utilizând 2 granulaţii diferite 

(710 µm şi 100 µm). 
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Figura IV.13. Relaţia absorbanţei biuretului cu timpul de extracţie a zeinelor sub acţiunea 

ultrasunetelor  la 60 °C (granulaţii: < 710 µm şi < 100 µm). 

 

IV.4. Extracţia zeinelor sub acţiunea microundelor 

 În Figura IV.14. este redată dependenţa absorbanţei biuretului în funcție de 

concentrația zeinei extrase la diferite intervale de timp. Zeina a fost extrasă din făină de 
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porumb hibrid folosind  microundele. Cantitatea de zeinǎ extrasǎ a fost comparatǎ cu aceea 

extrasǎ sub acţiunea ultrasunetelor. De asemenea, zeina a fost extrasǎ folosind microundele şi 

ulterior prin ultrasunete timp de 15 minute pentru a studia şi influenţa acestora în procesul de 

extracţie. De regulă, ultrasunetele au condus la o creştere a absorbanţei în primele 30 minute, 

apoi au indus o scădere a acesteia. Din datele obţinute anterior, s-a demonstrat că în primele 

30 minute extracţia zeinei este aproape aceeaşi ca şi  în cazul probelor extrase la microunde. 

Din aceste date, se poate spune că cea mai mare cantitate de zeină se extrage după 60 secunde 

sub acţiunea microundelor, în timp ce doar jumǎtate din cantitatea de zeinǎ a fost extrasǎ într-

un timp echivalent, însǎ exprimat în minute.  
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Figura IV.14. Relaţia absorbanţei biuretului cu timpul de extracţie a zeinelor sub acţiunea 

microundelor şi ultrasunetelor, granulaţia de 100 µm. În cazul probelor denumite în grafic 

"Microunde + Ultrasunete", s-a avut în vedere următoarele intervale de timp 5, 10, 15, 30, 

45, 60 secunde pentru Microunde şi apoi 15 minute pentru Ultrasunete. 

. 
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Figura IV.15. Dependenţa concentrației de zeină extrasă de puterea aplicată la extracția 

acesteia asistată de microunde la 15 secunde iradiere. 

 

 În Figura IV.15. este redată relația dintre absorbanța biuretului și concentrația de 

zeină extrasă la diferite valori ale puterii cuptorului cu microunde. Cantitatea de zeină extrasă 

respectă o ecuație polinomială de ordin doi. Se observă că cea mai mare cantitate de zeină se 

extrage la 500 W, după care aceasta scade posibil datorită faptului că sub acțiunea caldurii, 

moleculele se fragmentează brusc.  

  

IV.5. Concluzii 

 s-a studiat extracţia zeinelor din seminţele şi fǎinurile de porumb cu diverşi solvenţi 

organici şi amestecuri de solvenţi. 

 s-a observat că fǎinurile de porumb cu granulaţie mare (mai dure) necesită o cantitate 

mai mare de alcool pentru extracţia zeinelor, în timp ce, din cele fine, zeina se extrage 

mai uşor în soluţii apoase de alcool (cu concentraţii de minim 50%). Cea mai mare 

cantitate de zeină se extrage utilizând etanolul, iar cea mai mică la folosirea alcoolului 

izopropilic. 

 s-au realizat extracţii ale zeinelor din făina comercială la două granulaţii diferite (250 

µm şi, respectiv, 500 µm) sub acţiunea ultrasunetelor şi cu ajutorul unui termomixer. 

S-au observat următoarele: extracţia sub acţiunea ultrasunetelor a zeinei a atins un 

maximum la 60 minute, iar la folosirea termomixerului, la 45 minute.  La făina cu 

granulaţia mai mare, având un diametru al particulelor de 500 µm, s-a extras prin 
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termomixare numai jumătate din cantitatea de zeină extrasǎ sub acţiunea 

ultrasunetelor. 

 s-au realizat extracţii ale zeinelor din făina obţinută prin măcinarea porumbului hibrid 

la două granulaţii diferite şi anume 710 µm şi 100 µm. S-au observat următoarele: 

extracţia zeinei din făina cu granulaţia de 100 µm a fost maximǎ în mai puţin de 30 

minute de sonicare. În acelaşi interval de timp, s-a extras doar jumătate din cantitatea 

de zeină din făina mai dură. Cantitatea de zeină extrasă folosind termomixerul timp de 

270 minute a fost de 68,3% din totalul de proteină extrasă. În plus, 74% din totalul de 

zeină s-a extras în condiţiile sonicării în primele 60 minute. 

 s-a studiat pentru prima datǎ extracţia zeinelor din fǎinurile de porumb hibrid cu 

ajutorul microundelor. Rezultatele au indicat faptul cǎ este extrasǎ o cantitate dublă de 

zeinǎ în numai 60 secunde, în comparaţie cu metoda ce utilizeazǎ ultrasunete, şi care a 

fost aplicatǎ pe o perioadǎ de 60 min şi nu secunde.  
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Capitolul V. Metode de caracterizare a zeinelor 

V.1. Caracterizarea zeinelor prin electroforeză 

kDa
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Figura V.3. Separarea prin electroforeză unidimensională a zeinelor sub acțiunea 

microundelor și ultrasunetelor în absența sau prezența DTT-ului. Probele numerotate 1- 10 

au următoarea semnificaţie: (1) - amestec standard de proteine; (2) - semințe de porumb 

hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% la o putere de 200 W; (3)  -semințe de porumb 

hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% cu DTT la o putere de 200 W; (4) - semințe de 

porumb hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% la o putere de 700 W; (5) - făină de 

porumb hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% cu DTT la o putere de 700 W; (6) - 

semințe de porumb hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% la ultrasunete; (7) - semințe 

de porumb hibrid KWS granulația 100 µm în etanol 70% cu DTT la ultrasunete; (8) - zeină 

standard în etanol 70% cu DTT la o putere de 700 W; (9) - zeină standard în etanol 70% la o 

putere de 700 W; (10) - zeină standard extrasă la ultrasunte timp de 15 minute 

  

 Probele provenite prin extracția zeinelor cu etanol în prezența sau absența DTT, sub 

acțiunea microundelor, prin iradiere timp de 15 secunde (din 5 în 5 secunde) sunt prezentate 

în Figura V.3. Probele provenite de la tratamentul cu ultrasunete, pe baie timp de 15 minute, 

par să aibă concentrații mai reduse de zeină decât cele aflate sub acțiunea microundelor. Din 

Figura V.3. se observă că profilele electroforetice ale zeinelor extrase sub acțiunea 

microundelor la două puteri diferite, de 200 W și de 700 W (probele 2 și 4) sunt 

asemănătoare, ceea ce sugerează faptul că energia microundelor nu influențează structura 
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zeinelor.. Astfel, s-au observat 3 benzi cu mase moleculare cuprinse în intervalul  22 - 25 kDa 

corespunzătoare α-zeinelor și o bandă la 45 kDa specifică dimerilor de α-zeină. Acest lucru 

este confirmat de dispariția acestei benzi în cazul profilelor electroforetice ale probelor 3 și 5, 

atunci când probele au fost tratate cu agentul reducător DTT. În cazul zeinelor extrase cu 

ajutorul ultrasunetelor (probele 6 si 7) se observă că profilul electroforetic este asemănător cu 

cel în care s-a folosit extracția sub acțiunea microundelor. În cazul probelor 8, 9 si 10 s-a 

utilizat zeina standard. Aceasta a fost ținută timp de 15 secunde la microunde (probele 8 si 9) 

și 15 minute la ultrasunete (proba 10). Se observă prezența a două benzi la 22 si 23 kDa și a 

unei benzi la 45 kDa, însă, pe de altă parte au dispărut în totalitate benzile de la mase 

moleculare ˃ 66 kDa. S-a introdus zeina standard pentru a studia efectul microundelor și s-a 

constatat că la puterea și timpul de acțiune a microundelor din aceste experimente, zeinele nu 

suferă modificări vizibile. 

 

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

 

Baza mondială de date UniProt (eng. Universal Protein Resource) este catalogul on-

line cel mai cuprinzător și cu o permanentă actualizare a informațiilor cu privire la secvența și 

funcția proteinelor (www.uniprot.org). În această bază de date, există o multitudine de tipuri 

de zeine. Fiecare tip de făină comercială, fiecare soi de seminţe de porumb posedă un anumit 

genotip, o anumită secvenţă de aminoacizi proprie şi deci un anumit tip de zeină. 

Variabilitatea zeinelor este foarte mare şi este folositǎ pentru a diferenţia liniile şi soiurile sau 

hibrizii de porumb între ei. Printre obiectivele acestei lucrǎri a fost și caracterizarea făinurilor 

comerciale şi cele provenite de la porumb hibrid autohton folosind spectrometria de masă 

MALDI-ToF.  

  Ionul molecular teoretic [M+H]
+
 calculat cu ajutorul programului IsotopIdent de la 

adresa de internet www.uniprot.org, are valoarea de 29063 Da pentru α-zeină, 19559 Da 

pentru β-zeină, 23689 Da pentru γ-zeină şi respectiv 16369 Da pentru δ-zeină. 

 

 

 

 

 

 

http://www.uniprot.org/


22 

 

V.2.1. Extracţia în doi solvenţi diferiţi  
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Figura V.4. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P1 (extracţie cu etanol 70%, 30 min pe 

baie cu ultrasunete din fǎina de seminţe de porumb KWS cu granulaţia < 710 µm). 
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Figura V.5. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P2 (extracţie cu  etanol 70%, 30 min pe 

baie cu ultrasunete  făină F1  granulaţia de 710 µm). 
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Figura V.6. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P3 (extracţie cu  etanol 70%, 30 min pe 

baie cu ultrasunete făină F1 granulaţia de 250 µm) 
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Figura V.7. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P4(extracţie cu ACN 60%, 10 mM DTT, 

60 min la 60 °C, fǎinǎ din seminţe de porumb hibrid KWS cu granulaţia de 710 µm). 
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Figura V.8. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P5 (extracţie cu ACN 60%, 10 mM DTT, 

60 min la 60°C, făină comercială F1 cu granulaţia de 710 µm). 
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Figura V.9. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P6 (extracţie cu ACN 60%, 10 mM DTT, 

60 min la 60 °C, făină comercială F1 cu granulaţia de 250 µm). 
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Figura V.10. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P7 (extracţie cu etanol 70%, 30 min pe 

baie cu ultrasunete, provenitǎ din seminţe de porumb KWS cu granulaţia < 100 µm). 
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Figura V.11. Spectrul de masă MALDI-Tof al probei P8 (extracţie cu ACN 60%, 10 mM 

DTT, 60 min la 60°C din fǎina obţinutǎ din seminţe de porumb hibrid KWS cu granulaţia < 

100 µm). 
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V.2. 2. Reacţia cu iodacetamida 

 

Tabel V.1. Valorile experimentale ale maselor zeinelor înainte (P11) și după (P12) reacția cu 

iodacetamida 

 

V.3. Concluzii 

 s-a realizat caracterizarea zeinelor prin electroforeză unidimensională pe gel de 

poliacrilamidă utilizând porumbul hibrid KWS 3871 la două granulații diferite și 

anume 710 µm și < 100 µm. Din rezultatele obținute, se poate concluziona că se 

extrage o cantitate mai mare de zeină atunci când probele au fost sonicate, comparativ 

cu extracţia lor pe un agitator mecanic, însă la o temperatură de 60 °C 

 în soluţie de etanol 70% s-au extras şi oligomeri de zeină având mase moleculare 

ridicate. Acest lucru a fost observat prin apariţia unei benzi caracteristice dimerilor de 

α-zeine la aproximativ 45 kDa și dispariția ei după tratarea probelor cu DTT 

 s-a studiat influența extractantului în procesul de extracție utilizând spectrometria de 

masă MALDI ToF. Din spectrele probelor din Figurile V.4.- V.9. se poate concluziona 

că semnalele din intervalul 23.3- 24.1 kDa au fost caracteristice 19 kDa α-zeinei iar 

cele din intervalul 24.5-26.7 kDa au fost caracteristice 22 kDa α-zeinei. De regulă, 

spectrele au fost similare indiferent de granulația cu care s-a lucrat și indiferent de 

tipul de făină investigată. În prezența agentului de reducere DTT, s-a observat apariția 

semanalelor caracteristice 15 kDa β-zeinei de la m/z 17. 4 kDa și m/z 21.1 kDa 

caracteristic 27 kDa γ-zeinei. 

 din spectrele MALDI ToF ale probelor P7, P8 (Figurile V.10.- V.11.) se poate 

concluziona că atunci când extracția s-a realizat cu ACN 60%, a apărut un semnal nou 

la m/z 17461 caracteristic 15 kDa β-zeinei.  

Familia de zeine P11 

m/z experimental 

P12                 

m/z experimental 

Diferența 

m/z 

Număr de 

cisteine 

15 kDa β-zeine 17468 17795 327 6 

19 kDa α-zeine 23354 23435 81 2 

19 kDa α-zeine 24025 24109 84 2 

19 kDa α-zeine 24433 24470 37 1 

22 kDa α-zeine 26736 26773 37 1 
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 în urma reacției cu iodacetamidă a probei P9, în spectrul MALDI-Tof s-au observat 

trei deplasări în spectrul de masă și anume deplasarea semnalului corespunzător β-

zeinei prin modificarea a șase resturi de cisteină și două deplasări ale semnalelor 

corespunzătoare α-zeinelor prin modificarea unui rest de cisteină  
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Capitolul VI. Aplicaţiile zeinelor 

 

VI.1. Funcţionalizarea zeinelor 

 

 

 

Figura VI.1. Spectrul FT-IR al zeinei standard netratate. 

 

 

   

Figura VI.2. Spectrul FT-IR al zeinei acetilate. 
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Figura VI.3. Spectrul FT-IR al His-Ac-zeinei ( histidil-acetil-zeinei). 

 

 

Figura VI.4. Spectrul FT-IR al His-Ac-zeinei în prezenţa ionilor de Cu
2+ 

 

VI.4. Concluzii 

 s-a investigat acetilarea zeinelor şi funcţionalizarea acestora, precum şi interacţiunea 

lor cu ionii metalelor grele uitlizând spectroscopia de infraroşu 
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 cele mai importante benzi din spectrul FTIR al zeinei sunt cele de la 1639 şi, respectiv, 

la 1628 cm
-1

, caracteristice legăturilor peptidice. Acestea au arătat o conformaţie 

neordonată şi una -pliată a moleculelor proteice 

 Prin tratare cu clorură de acetil, grupările aminice libere sunt acetilate şi, în consecinţă, 

spectrul zeinei se modifică semnificativ. Astfel, s-a observat apariţia la 2925 cm
-1

 a 

unui semnal mai intens decât acela al zeinei netratate, ceea ce reflectă creşterea 

numărului de legături -C-H, provenite de la grupările acetil adăugate (-CH3CO) şi care 

s-au legat de grupările aminice libere. De asemenea, la 1398 cm
-1

 şi la 1542 cm
-1

 au 

apǎrut semnale care denotă structura de tip acetamidic (CH3CONH-). 

 s-a realizat funcţionalizarea zeinei cu aminoacidul histidină. Spectrul FT-IR obţinut 

pentru histidil-acetil-zeina s-a modificat foarte mult. Astfel, au apărut o serie de 

semnale, mai intense, în regiunea amidă I şi amidă II la 1626 cm
-1

, 1573 cm
-1 

şi 1532 

cm
-1

. Alte semnale importante apar la 1437 cm
-1

, 1244 cm
-1

, 1088 cm
-1

, 1045 cm
-1

, 

893 cm
-1

, şi, respectiv, 640 cm
-1

. Ultimul semnal este o caracteristică a inelului 

imidazolic şi confirmă legarea resturilor de histidină de zeină. 

 s-a realizat reacţia dintre compusul funcţionalizat cu histidinǎ şi ionii de Cu
2+

 şi 

respectiv de Ni
2+

. În cazul celor două metale grele, s-a observat dispariţia semnalului 

de la 2119 cm
-1

, În prezenţa lor s-a observat apariţia a două semnale noi, unul la 1448 

cm
-1

 şi a altul la 1346 cm
-1 
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Concluzii generale 

 

 Teza de doctorat intitulată "Contribuţii la studiul extracţiei şi aplicaţiilor biomedicale 

şi analitice ale zeinelor din porumbul autohton." este structurată în două părți și anume: 

Stadiul actual al cunoașterii în domeniul de cercetare ce cuprinde Capitolul I și Cercetări 

personale (Capitolul II, Capitolul III, Capitolul IV, Capitolul V, Capitolul VI). Pe baza 

rezultatelor obținute, putem concluziona următoarele:  

 

1. S-au studiat sorturi de făinuri diferite și a fost optimizată metoda de extracție a 

proteinelor prolaminice din făina de porumb comercială și din semințe de 

porumb hibrid 

2. S-a realizat studiul extracției zeinelor sub acțiunea termomixerului, 

ultrasunetelor și microundelor utilizând metoda optimizată anterior 

3. S-a realizat caracterizarea proteinelor prolaminice prin electroforeză 

unidimensională și prin spectromerie de masă MALDI-ToF 

4. S-a studiat funcționalizarea zeinelor cu histidină precum și interacțiunea 

compusului nou format cu ionii metalelor grele. S-a investigat interacțiunea 

aminoacizilor fluorescenți cu zeina 

Rezultatele prezentate, (extracția zeinelor, caracterzarea lor, dar și posibile aplicații) pot fi 

utilizate ulterior pentru noi cercetări în domeniu  
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