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Abstract

Introducere

Obiectivul principal al acestui studiu a fost acela de a determina modificarile uleiului de
somon pastrat la 2 temperaturi diferite pe parcursul a 4 saptdmani de depozitare. Diferentele au
fost determinate atat din punct de vedere optic, utilizand microscopie imbunatatitd de camp

intunecat, cat si prin intermediul imaginilor hiperspectrale.

Uleiul de somon este bogat in acizi grasi omega-3, care s-au dovedit a avea efecte benefice
asupra sanatatii organismului prin reducerea riscului de boli de inima, imbunatatirea sanatatii

creierului si reducerea proceselor inflamatorii.
Materiale si metode

Am folosit microscopia in camp intunecat imbundtatit si imagistica hiperspectrald
CytoViva pentru a monitoriza modificarile proprietatilor uleiului de somon dupa expunerea la
temperatura camerei (RT) si 4°C pe o perioada de depozitare de 4 saptdmani. Au fost efectuate
doud experimente independente: primul a urmadrit modificarile din aceeasi probd timp de 4
sdptamani, iar in al doilea, am pregatit sonde proaspete in fiecare saptamana din uleiul de somon

tinut la RT sau 4°C.

Pentru studiul de fatd am folosit un ulei de somon 100% disponibil comercial, achizitionat
in 2022. Pentru fiecare experiment am pus 10 pL de ulei de somon pur pe lame de microscopie

standard si acoperit cu sticla de acoperire de 0,17 mm grosime, ®25 mm.
Rezultate

Optic am observat o cristalizare a probei depozitate la 4°C, in timp ce depozitarea probei
la RT nu a modificat constitutia optica a acesteia. Am obtinut 3 peakuri semnificative cu
spectrofotometrie la 473 nm, 566 nm si, respectiv, 588 nm pentru RT. Aceste peakuri au fost
deplasate la 473 nm, 568 nm si 591 nm pentru proba de 4°C dupi 4 saptimani de depozitare. In
plus, am constatat cd acesta din urma a prezentat o crestere de 2 ori a numarului de pixeli in
intervalul spectral de 560-600 nm in comparatie cu proba mentinuta la RT atat pentru forma solida,

cat si pentru cea lichida.



Concluzie

Am demonstrat posibilitatea utilizarii imaginilor hiperspectrale pentru controlul calitatii
uleiului de somon pastrat la diferite temperaturi. Astfel, am oferit o dovada pentru ca aceasta
metoda sd fie utilizatd ca referintd pentru a identifica schimbarile determinate de mediu in

compozitia uleiului de peste.



Abstract

Background

The main objective of this study was to determine the changes of salmon oil kept at 2 different
temperatures over 4-week storage. The differences were determined both optically, using enhanced
dark field microscopy, as well as by means of hyperspectral imaging.

Salmon oil is rich in omega-3 fatty acids, which have been shown to have beneficial effects on the
body's health by reducing the risk of heart disease, improving brain health, and reducing

inflammatory processes.
Material and methods

We used enhanced dark field microscopy and CytoViva hyperspectral imaging to monitor the
changes in salmon oil properties after exposure to room temperature (RT) and 4°C to over a 4-
week storage period. Two independent experiments were performed: the first followed the changes
in the same sample for 4 weeks and in the second, we prepared fresh probes each week from the
salmon oil kept at RT or 4°C.

For the present study we used a commercially available 100% salmon oil purchased in 2022. For
each experiment we put 10pL of pure salmon oil on standard microscopy slides and covered with

0.17 mm thick, ®25mm cover-glass.
Results

Optically we observed a crystallization of the sample stored at 4°C, while the RT storage did not
alter the optical constitution of the sample. We obtained 3 significant peaks with
spectrophotometry at 473nm, 566nm and 588nm for RT, respectively. These peaks were shifted
to 473nm, 568nm and 591nm for the 4°C sample after 4 weeks of storage. Further, we found that
the latter presented a 2-fold increase in the number of pixels in the spectral range of 560-600nm

as compared to the sample kept at RT for both solid and liquid form.



Conclusion

We demonstrated the possibility of using hyperspectral imaging for the quality control of salmon
oil kept at different temperatures. Thus, we provided a proof for this method to be used as a

reference to identify environmental driven changes in fish oil composition.
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Introducere

Microscopia in camp intunecat ca tehnica de microscopie optica este populara in randul
cercetatorilor, mai ales pentru imagistica specimenelor la scara zecilor de nanometri pana la
ordinul sutelor, chiar miilor de nanometri. In ultimii ani, a aparut o tehnica noua: miscroscopia de
,,camp intunecat imbunatatit”, bazata pe utilizarea condensoarelor de lumina cu aperturd numerica
mai mare $i a obiectivelor cu aperturd numerica variabila, ceea ce permite imagistica particulelor
la scara inclusiv nanometrica, folosind metodologia de microscopie optica conventionala.
Imagistica hiperspectrala poate transforma un microscop optic cu cdmp intunecat intr-un
instrument puternic de caracterizare chimica. Acest lucru este datorat faptului ca folosind
imagistica hiperspectrald, fiecarui pixel din imaginea esantionului 1 este atribuit un cub de date

care contine atat informatii spatiale, cat si spectrale.

Scopul acestei lucrari consta Tn analiza proprietatilor uleiului de somon si monitorizarea

schimbarilor temporale cu ajutorul imagisticii hiperspectrale.

Tn capitolul 1 prezentim notiunile generale care stau la baza celor doua tehnici de sine
statdtoare si anume imagistica hiperspectrala si microscopia de cdmp intunecat, precum si 0
descriere a sistemului CytoViva, de la componetele sale pana la modul de lucru, utilizat pentru

masuratorile efectuate asupra uleiului de somon.

Capitolul 2 prezinta o descriere a produsului examinat: uleiul de somon. Sunt prezentate

proprietdtile sale si efectele pe care le poate produce daca este adaugat in dieta alimentara.

Capitol 3 prezinta diferitele metode care s-au utilizat pentru a studia proprietatile uleiului
de somon (spectrometrie de masa, spectroscopie NIR, FTIR etc) rezultatele obtinute in urma

acestor experimente si concluziile la care s-au ajuns in urma acestor cercetari.

Continuand cu capitolul 4 facem o trecere pas cu pas al intregului proces practic al
cercetarii proprii asupra uleiului de somon, prezentand materialele si metodele de prelucrare
utilizate incluzand procurarea probelor, prepararea acestora, aparatura utilizatd, parametrii de

achizitie a imaginilor si instrumentele de analiza si procesare a informatiilor folosite.
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In final, capitolul 5 are scopul de a aduce la cunostintd rezultatele obtinute in urma
achizitionarii imaginilor optice si hiperspectrale a uleiului de somon. Sunt prezentate proprietatile
hiperspectrale ale probei impreuna cu o comparatie ampla ce cuprinde 2 experimente efectuate de-
a lungul celor 4 saptamani in diferite conditii: probe sub forma lichida pastrate la temperatura
camerei, respectiv la 4°C. Evolutia temporald saptamanala a rezultatelor obtinute a fost analizata
si comparata intre ele atat din punct de vedere optic, ct si hiperspectral, exemplificand cu

diferentele spectrale-imagistice relevante date de efectul temperaturii de pastrare a probelor.
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Capitolul 1. Imagistica hipersepctrala de camp intunecat

1.1 Notiuni introductive

Microscopia in camp intunecat elevata cu imagistica hiperspectrala (HSI) este o noua
metoda optica cu un potential promitator in disciplinele inrudite biologic, deoarece poate identifica
si determina cantitativ componente specifice ale mediului biologic. Metodele optice traditionale
sunt utilizate in mod obisnuit pentru a oferi observatii directe si fiabile, dar sunt limitate de
rezolutia sistemului optic [1]. Tn microscopia clasica de camp luminos iluminarea se realizeaza
prin transmisie si este ideala pentru obiecte care absorb lumina pe un fundal neabsorbant. Acest
mod optic tine cont atat de lumina reflectata cét si de cea transmisa, rezultand o rezolutie optica
scizutd, un raport semnal-zgomot micsorat si aspectul unui esantion nefocalizat. Tn schimb,
microscopia in cAmp intunecat ia in considerare doar lumina reflectatd de pe proba si exclude
zgomotul de fond. [2]. Microscopia de camp intunecat pune la dispozitie un contrast ridicat pentru
vizualizarea obiectelor cu contrast redus, care de obicei sunt greu de observat prin microscopia
conventionala de cAmp luminos. Aceasta tehnica utilizeaza iluminarea indirecta a specimenului
atunci cand interactioneaza cu proba, colectand doar lumina reflectata sau imprastiata elastic de

esantion [3].

HSI este un instrument ce s-a remarcat prin puterea sa si prin extinderea impresionanta atat
Tn domeniul stiintelor biologice si medicale, dar si in alte domenii unde detine un record dovedit
de succes: supraveghere, geostiinte, astronomie, agricultura, managementul resurselor si
monitorizarea mediului, printre alte aplicatii. Metoda de analizd HSI se bazeazad pe producerea
unui cub de hiperdate cu informatii spatiale si spectrale continue ce se obtin dintr-o singura
masurare, fiind o metoda de detectie la distanta si care nu prezintd contact. Cu atat mai mult,
metoda actuald este sensibild la modificarile spectrale fine, asigurand o aprofundare a diferentierii

entitatilor biologice sau chimice sau a modificarilor produse de agentii de urmarire in timp [4].

Metodologia imagisticii hiperspectrale cu scanare spatiald combinata cu microscopia n
camp intunecat este o modalitate de analiza considerata deosebit de avantajoasa pentru studiile

optice ale materialelor la scara nanometrica. Ambele sisteme, atat HSI cat si microscopia in camp

11
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intunecat au fost tehnici vast raspandite de ani de zile, insa de curdnd Tmbinarea acestor doua

metode a aparut intr-0 tehnica unica. [5]

12
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1.2. Sistemul CytoViva

Microscopia in camp intunecat imbunatateste limitele de detectie a imaginilor fata de alte
tehnici optice utilizate in mod obisnuit. Caracteristica principala prin care microscopul CytoViva
se deosebeste de microscoapele de camp intunecat clasice este prezenta iluminatorului de camp

intunecat imbunatatit ce dezvolta performanta si operabilitatea microscopiei in camp intunecat [6].
CytoViva Enhanced Dark Field Microscopy

Una dintre caracteristicile esentiale pentru care am folosit microscopul de camp intunecat
de la CytoViva este prezenta iluminatorului de cAmp intunecat imbunatatit care este proiectat in
asa fel incat acesta poate depasi barierele de performantd si cele operationale specifice opticii
standard de camp intunecat. Aceasta performantd imbunatatitd se realizeaza prin gestionarea
luminii venite de la sursa intr-un mod structurat, asemanator microscopiei de camp intunecat
clasice, folosind razele de la periferie pentru a crea conul gol de lumina ce ilumineaza proba si
recoltdnd doar acele raze de lumina care se reflecta de pe proba . Rezultatul ce se obtine este 0
imbunatatire a raportului semnal-zgomot de Tmprastiere de pand la zece ori In comparatie cu
configuratiile standard de camp intunecat. Folosind aceasta tehnicd de microscopie imbunatatita
putem observa semnalul de la nanomateriale cu dimensiuni Tncepand de la 20 nm, urcand inspre

ordinul sutelor de nanometrii, astfel incluzand domeniul UV (100 nm -400 nm). [6]

Standard Darkfield Microscopy CytoViva Enhanced Darkfield Microscopy
240nm Polystyrene beads 240nm Polystyrene hgads

Figura 1.1. Comparatie intre microscopia standard de camp intunecat si cea de la CytoViva

(Proba de margele de polistiren de dimensiune 240 nm) [6]

13
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Microscopul de camp Intunecat de la CytoViva ofera optica sa imbunatatita prin cuplarea
luminii sursei direct la condensorul de cAmp intunecat prin intermediul ghidajului de lumina. Tn
cadrul sistemul optic CytoViva sunt incluse ansabluri de lentile si oglinzi specializate pentru
colimarea fasciolului, care reusesc sa alinieze si sa fixeze geometria luminii pentru a putea fi
compatibila cu geometria condensorului. Prin urmare, se creeaza un unghi de lumina extrem de
Tngust, oblic, care se focalizeaza cu precizie asupra esantionului. Astfel, rezultatul obtinut este o
imprastiere foarte intensd a mostrelor la scara nanometrica pe un fundal foarte intunecat.
Capacitatea de inalta performanta a sistemului nu numai ca ofera utilizatorilor imagini care nu
puteau fi achizitionate anterior printr-o microscopie de camp intunecat clasica, dar permite si altor
tehnici de sine statitoare, cum ar fi microscopia hiperspectrala si Raman, sa fie utilizate in

combinatii inedite [6].

Printre sursele de iluminare care s-au dovedit a fi compatibile cu acest sistem se numara

halogenul, mercurul, xenonul sau chiar si laseri, in functie de aplicatie [6].

Objective
CytoViva's patented enhanced darkfield illumination system

was designed to overcome the light management in-efficiencies in standard
darkfield microscopy...

1. The light source is coupled directly to condenser system with minimal light loss

2. Collimating lenses and mirrors create perfected Koehler illumination that is .
permanently fixed and intemal to the system Slide ———

3. The resulting narrow oblique focal plane maximizes photons onto the sample

Annulus
4. Source light interference outside of the oblique angle focal plane is minimized

... the result creates a 10x increase in scattering signal-to-noise?

Collimating
Light Source

Liquid Light -
. Guide [ -l
7 Mirror

Fugura 1.2. Reprezentarea componentelor condensorului imbunatatit de camp intunecat si a

modului sau de functionare [6]

Nu in ultimul rand, atunci cdnd combinam capacitatea de imagisticd hiperspectrald

CytoViva cu cea a iluminarii de cdmp intunecat imbunatétite, aceasta noud metoda de microscopie

14
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cu un raport semnal-zgomot foarte ridicat permite cercetatorilor sa caracterizeze si sa cartografieze

spectral esantioane Tntr-o gama larga de medii [6].

o 100nm AuNP identical 100nm AuNP identical
* pixel pixel

Standard darkfield microscopy hyperspectral CytoViva patented darkfield hyperspectral
i image (see increase in signal intensity)

CytoViva Darkfield

o
! ll" I |
M g

Figura 1.3. Comparatie intre scanarea hiperspectrald in camp intunecat standard si cel

imbunatatit de la CytoViva [6]

1.3 Componentele sistemului de imagistica hiperspectrla

Figura 1.4. Componentele sistemului CytoViva — microscopul hiperspectral cu camp intunecat

imbunatatit (Hyperspectral Enhanced Dark Field Microscope — HEDFM) [7]
15
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1. Condensorul de cAmp intunecat imbunatatit CytoViva care se afla sub masa unde
pozitiondm proba;

2. Modulul de fluorescentda CytoViva;

3. Spectrofotometru VNIR (Visible Near Infra-red) cu camera CCD integrata ;

4. Microscop Optic — dotat cu ocular de marime 10x, obiectiv cu marire de 10x, 40x,
respectiv 100x, microviza si macroviza pentru deplasarea mesei pe directia z si un brat
mobil care directioneaza lumina fie spre ocular, fie spre spectrofotometru;

5. Masa motorizatd pentru proba — se poate misca in X si y cu ajutorul joystick-ului de
control intr-un interval spatial de 114 mm x 75 mm,;

6. Sursa de lumina reprezentatd de o lampa de halogen de putere maxima 150W ce emite
radiatie electromagnetica Tn domeniul 400-2500 nm conectata la condensor printr-un
ghidaj optic reprezentat de fibra optica,

7. Camera optica color ce permite vizualizarea specimenului in timp real,

8. Spectrofotometru cu grila de transmisie in intervalul spectral 400-1000 nm si rezolutie de
2 nm;

9. Software pentru vizualizare, analiza si achizitia imaginilor — ENVI 4.8 care ruleaza cu

ajutorul unui sistem computerizat. [7]

1.4 Cubul de date tridimensional

Achizitia cuburilor de date hiperspectrale ofera date tridimensionale avand doua
coordonate spatiale (x,y) si o dimensiune spectrald (z). Prin urmare, imaginea hiperspectrala este
consideratd imaginea data de campului intunecat Impreuna cu informatiile spectrale asociate
fiecarui pixel al imaginii. In functie de rezolutia vizata a metodei, pot fi folosite diferite strategii
pentru obtinerea cubului de date. In general, metodele care se utilizeazi in mod obisnuit in HSI
pentru trecerea de la o rezolutie mai mare la una mai micd sunt: cartografierea punctelor
(“whiskbroom”), scanarea in linie (“pushbroom”), “scanarea din avion” (“staredown”) si metoda
non-scanare (“‘snapshot”) [5]. Achizitia imaginii si pre-procesarea cubului de date pentru analiza
implica diferite faze pana la formarea unei biblioteci spectrale finale, indiferent de metoda folosita

[8]. In mod obisnuit, sistemele HSI care lucreazi in spectru vizibil si NIR utilizeazi cartografierea

16
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prin metoda pushbroom. Generarea hypercubului de date poate dura de la cateva secunde pana la

minute, in functie de cum este ajustat timpul de expunere [8].

De obicei, hipercubul de date poate contine sute de mii de pixeli, fiecare avand dimensiuni
nanometrice. Hipercubul original contine informatii nedorite, pixeli care nu raspund si varfuri
(peak-uri) datorate radiatiei cosmice care se doresc a fi indepartate cu grija. Vizualizarea fundalului
imaginii la o lungime de unda care sa asigure un contrast favorabil intre obiectele de interes si
fundal se realizeaza prin utlizarea tehnicilor de prag (threshold). Figura 1.5 pune intr-un rezumat
toate procedurile de selectie ale componentelor spectrale finale distribuite in intregul cdmp visual.
Prin intermediul procedurilor manuale se permite vizualizarea variabilitatii spectrale Tntr-un
esantion prin compararea spectrelor individuale. Tn schimb, selectia spectrald foloseste
instrumente de filtrare a particulelor care permit constructia profilului spectral mediu al unei
populatii vizate, sau, folosind mijloace de clasificare dupa dimensiunile pixelilor poate genera

spectral subpopulatii. [9].

MANUAL
COLLECTION

MAPPING

SYECTRAL PROFLE PARTICLE FILTERING

F
%
c
s
=

Wavelength (nm)
REGION OF INTEREST

Figura 1.5. Reprezentare a cartografierii datelor precum si a descrierii fluxului de lucru [10].

Figura 1.5 reprezinta o exemplificare a celor doua moduri prin care o biblioteca spectrala
poate fi generata: o data manual, printr-o selectie individuala a profilurilor spectrale dobandite,
sau prin intermediul proceselor automatizate folosind instrumentele software care sunt puse la
dispozitie. Elementele finale rezultate in urma scanarii hiperspectrale si inregistrate in biblioteca
hiperspectrald sunt observate in cuburi de date necunoscute. Acest lucru permite identificarea, spre
exemplu, a semnalului nanomaterialelor din matricele biologice. Conversia unui set de pixeli

selectati de pe imagine intr-o librarie spectrald care poate fi utilizatd ulterior intr-o analiza prin
17
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mapare se poate realiza cu ajutorul functiei ”Region of Interest” — ROI. De asemenea, o alta functie
avantajoasa care permite examinarea cantitativa a esantionului este “Peak Location Classifier”,

care poate detecta pixelii dintr-un interval specific, prestabilit de lungimi de unda. [9]

18
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Capitolul 2. Uleiul de somon

Fructele de mare reprezintd una dintre cele mai importante surse de nutrienti care
promoveaza sandtatea, inclusiv unele pe care oamenii le lipsesc din alimentatia lor. Cercetérile
aratd cd oamenii care mananca una sau doud portii de peste precum somonul pe siptdmana isi

reduc riscul de boli de inima cu 36%. [10]
2.1 Prezentare generala a uleiului de somon

Uleiul de somon este obtinut din grasimile pestelui, cunoscute sub numele de acizi grasi
omega-3. Consumul de ulei de somon este 0 modalitate de a obtine acesti nutrienti esentiali daca

nu se consuma in mod frecvent acest tip de peste. [10]

In ceea ce priveste tipurile de acizi grasi omega-3 continute de uleiul de somon cei esentiali
sunt EPA (acidul eicosapentaenoic) si DHA (acidul docosahexaenoic) care au demonstrat
numeroase benfecii asupra conditiei de sdnatate a organismului, cele mai importante fiind
reducerea riscului de boli cardiace, Imbunatatirea sdnatatii creierului si reducerea proceselor
inflamatorii. Tn urmatoarele subcapitole vom intra mai in detaliu asupra beneficiilor dar si a

potentialelor riscuri ale uleiului de somon. [11]
2.2 Efecte benefice asupra organismului

a) Riscuri reduse asupra bolilor cardiace
Omega-3 din uleiul de somon ajutd la reducerea nivelului de trigliceride. Daca
nivelul de trigliceride (un tip de grasime din sange) este ridicat in organism, atunci
expunerea la riscul de boli de inima si accidente vascular-cereblare va creste. Uleiul de
somon ajutd in schimb la cresterea nivelului de colesterol benefic din organism (HDL —
high density lipoprotein) care preia excesul de colesterol care produce afectiunile cardio-
vasculare, anume LDL (low density lipoprotein) din sange si il duce la ficat unde este
descompus si eliminat din organism. [10]
b) Reducerea riscului de boli cronice
Acizii grasi omega-3 din uleiul de somon au propietati anti-inflamatorii. Chiar daca

inflamatia este raspunsul natural al organismului la stres si infectii, nivelurile ridicate cresc
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n timp predispunerea la boli cronice, inclusiv cancer, diabet si artrita. Ajutand la reducerea
inflamatiei, cercetarile aratd ca o dieta bogata in omega-3 poate ajuta la protejarea
Tmpotriva acestora si a altor boli legate de inflamatie. [10]
Imbunitatirea circulatiei vasculare

Un studiu a constatat ca omega-3 din uleiul de somon poate imbunatati fluxul
sanguin al corpului si circulatia oxigenului. Alte surse de omega-3 s-au dovedit a avea un
efect mult mai redus in compartie cu cel al uleiului de somon. In urma unor cercetiri s-a
demonstrat faptul ca organismul converteste omega-3 in oxid nitric, un compus chimic care
ajutd vasele de sange sa ramana relaxate si flexibile, dar rezistente. [10]
Suportul cognitiv

Uleiul de somon s-a dovedit a fi una dintre sursele cu un continut ridicat de DHA.
Mai multe cercetari efectuate in stabilirea efectului DHA asupra organismului au aratat ca
acesta ajuta la repararea si mentinerea structurii celulelor creierului. Aportul suficient din
acest acid gras n dieta poate reduce riscul de declin cognitiv, inclusiv afectiuni precum
boala Alzheimer si Parkinson. [10]
Mentinerea sanatatii vederii

Tot din cauza continutului ridicat de omega-3, uleiul de somon poate sustine si
sanatatea ochilor. Pentru a sustine aceasta ipoteza, s-au efectuat o multitudine de studii care
au aratat ca afectiunilor oculare precum glaucomul si pierderea vederii datoratd varstei le
poate firedus riscul de aparitie prin consumul regulat de suplimente de ulei de somon bogat

n omega-3. [10]

2.3 Posibile efecte negative asupra organismului

Suplimentele de ulei de somon sunt de obicei sigure. Totusi consumul de ulei de somon

poate fi insotit de aumite riscuri precum:

a)

Contaminarea cu metale grele
Toate fructele de mare au un anumit risc de contaminare de la toxine precum
metalele grele prezente in apa. Studiile au descoperit doar cantitati mici sau urme n uleiul

de somon, dar numai dozele mari pot cauza probleme grave de sanatate. Aceste cazuri sunt
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totusi rare Tntrucét uleiul este supus unor procese de purificare performante. Aceste riscuri
pot aparea din cauza marimii populatiei de somoni din care se extrage uleiul si din cauza
vitezei de productie setat de fiecare producator. Este prosibil ca o viteza mare de productie
a uleiului sa atraga dupa sine posibile erori In fabricarea lui. De aceea, unele cercetari
sugereazd ca somonul de crescdtorie poate avea un risc mai mic de contaminare
comparative cu cel din acvaculturi. [10]
b) Discomfort gastric
In cantitati mari, suplimentele de omega-3 precum uleiul de somon pot provoca

arsuri la stomac, greata si diaree. Astfel, el trebuie consumat conform specificatiilor. [10]

2.4 Caracteristicile unui ulei de somon de calitate

a)

b)

Un ulei de somon de calitate nu este diluat cu alte uleiuri vegetale sau provenite de la altti
pesti. In unele cazuri, ceea ce este etichetat drept ulei de somon este de fapt un amestec cu
alte tipuri de uleiuri cu scopul doar de a ridica nivelurile de omega-3. [12]

La fabricarea uleiului de somon se utilizeaza o tehnologie care permite conservarea
prospetimii si 1l protejeaza impotriva radicalilor liberi si a oxidarii. Majoritatea uleiurilor de
peste nu oferd acest lucru, drept pentru care pot suferi probleme de oxidare si alterare. Un
studiu recent din Norvegia a constatat cd 95% din cele 113 marci de ulei de peste erau
rancede. [12]

Ofera acei acizi grasi esentiali, anume EPA si DHA care constituie principalul beneficiu in
consumul de ulei de somon. [12]

Procesele de productie retin nutrientii vitali — Unele procese de ulei de peste folosesc caldura
excesiva, procesare chimica si/sau extractie cu solventi - schimband potential structura si
calitatea uleiului. [12]

Producatorul are un proces de purificare de naltd calitate pentru detectarea si filtrarea
toxinelor comune de peste, cum ar fi mercurul, PCB-urile, metalele grele si alte toxine --
Aceasta este o problema persistentd cu majoritatea uleiurilor de peste Tntrucat reziduurile
toxice din pestii crescuti Tn masa pentru o productie a uleiului rapidd poate conduce la

eronarea sistemului de purificare ce duce la coborarea standardului de calitate al uleiului. [12]
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Capitolul 3. Sinteza datelor din literatura de specialitate asupra uleiului de

somon

3.1 Cromatografie gazoasa combinata cu spectrometrie de masa

O metoda de cromatografie gazoasa combinata cu spectrometrie de masa a fost optimizata
si aplicatd pentru a profila acizii grasi esterificati majori in opt specii de icre de peste liofilizate si
trei capsule de ulei de peste comercializate. Tn icrele si mostrele de ulei de peste s-au identificat
20 de acizi grasi majori esterificati. Pentru uleiul de somon sélbatic, uleiul de somon de apa rece
si capsulele de ulei de ficat de cod s-au masurat urmatoarele cantitati de acizi grasi esterificati:
235.5, 145.8, respectiv 195.5 mg/g. insa, acizii grasi esterificati din speciile de icre de peste au
avut o variatie a cantitatii totale cuprinsa intre 40 si 61 mg/g. Folosind statistica in componente
principale, datele de cuantificare obtinute au aratat o valoare caracteristica a scorului pentru fiecare
tip de icre de peste. In icrele de somon si icrele de peste Mosa s-a gisit cea mai mare concentratie
de omega-3 esterificat: 15.34 mg/g, respectiv 13.15 mg/g . De asemenea, pentru acidul a-linolenic
esterificat, acidul eicosapentaenoic (EDF) si acidul docosahexaenoic (DHA), cantitatile maxime
ale acestora s-au gasit in uleiul de somon salbatic (7.73 mg/g), icre de peste de somon (6.09 mg/q)

si, respectiv, icre de peste Mosa (11,00 mg/g). [13]
3.2 Spectroscopie Tn infrarosu apropiat cu transformata Fourier

Un spectrometru cu transformata Fourier in infrarosu apropiat (FT-NIR) poate fi folosit
pentru achizitia spectrelor de transmisie ale unor probe de ulei de somon. n cazul metodei citate
din articolul de referinta, acest instrument este echipat cu o sursa NIR, un divizor de cuart si un
detector PbS. Spectrele de transmisie NIR ale uleiurilor de somon masurate variaza intre 14.000
si 4500 cm™. Prin efectuarea a 50 de scaniri folosind o rezolutie opticd de 4 cm™ a fost posibild
dobandirea fiecarui spectru. Prin folosirea unei cuve goale de sticld in aceleasi conditii
instrumentale ca acelea utilizate pentru masuratorile probelor, S-a obtinut spectrul de fond care s-
a dorit a fi eleminat pentru determinarea spectrul caracteristic al uleiului. Pentru o precizie mai
buna a determinarii acestui spectru, s-au efectuat céte trei masuratori pentru fiecare proba prin

rotirea pozitiei flaconului cu proba. [14]
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Figura 3.1 exemplifica rezultatele spectrale NIR ale tuturor probelor de ulei de somon luate
n considerare prin acest studiu. Benzile de absorbtie in jur de 8560 si 8261 cm™ sunt asociate cu
vibratiile de intindere ale CHs si respectiv CHa, in timp ce cele de la 7181 si 7065 cm™ se datoreazi
benzii combinate de C-H. Varfurile la 5792 si 5676 cm™ iau nastere din vibratiile de intindere ale
grupurilor -CHs, -CH2 si -HC=CH. Varfurile mici de la 4654 cm " sunt asociate cu benzi combinate
de vibratii de intindere C-H si C-O. [14]

3.5 { { i i 13 1 1 L1 3
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Figura 3.1. Spectrele NIR ale probelor de ulei de somon extrase in regiunea intre 14.000 si 4500

cm! fird nicio prelucrare a datelor [14]
3.3 Spectrometria de rezonanta magnetica nucleara

Folosind un spectrometru de rezonanti magnetici nucleard cu protoni de 500 MHz (*H
RMN), s-a dezvoltat o metodd cantitativa pentru determinarea continutului de acid
docosahexaenoic (DHA) in uleiurile de peste (mg/g), a proportiilor molare (% molar de DHA la
toti alti acizi grasi care compun uleiurile de peste si proportiile molare ale totalului de acizi grasi
omega-3 fata de toti ceilalti acizi grasi non-omega-3 din uleiurile de peste. Dupd examinarea

caracterului adecvat al etilenglicol-dimetil-eter (EGDM), metanol si 1,4-dioxan ca standarde
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interne, conditiile Tn care s-a efectuat experimentul au fost eficientizate prin utilizarea cu
preponderenta a EGDM ca standard intern. Prin stabilirea timpului de repetare a pulsului la 30 s,
Ss-a obtinut o buna reproductibilitate a datelor si timpi analitici mai mici de 10 min. De asemenea,
standardul intern s-a utilizat pentru cuantificarea DHA pe baza de greutate (mg/g). Un studiu
interlaborator intre Japonia si Norvegia pe uleiuri de bonito, ton si somon a permis verificarea
acestei metode. Pentru cuantificarea DHA, pentru proportia molard de DHA si pentru proportia
molari a totalului de acizi grasi omega-3, erorile relative Tn datele *H RMN dintre Japonia si
Norvegia au fost de 0.57-5.29%, 0.7-2.09%, respectiv 0.1-1.41%. Pe baza erorilor relative
mentionate anterior s-a observat o corelare buni intre datele H RMN si cele obtinute prin
cromatografie gazoasi (GC). Pentru pregitirea probei inainte de misuritorile *H RMN s-au
parcurs doud etape: cantirirea probei si prepararea unei solutii standard interne. Metoda *H RMN
propusd a fost considerata a fi o alternativa promitatoare la metoda GC in cuantificarea DHA si
acizii grasi omega-3 din uleiurile de peste, datoritd reproductibilitatii ridicate, simplitatii procedurii

si a claritatii principiului,.[15]
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Capitolul 4. Materiale si metode

4.1 Procurarea si pregatirea problelor

Pentru a se atinge obiectivul lucrarii, a fost utilizatd o singura sursa de ulei de somon
comercializata Tn supermarketuri, achizitionata in februarie 2022. Este de mentionat ca un criteriu
pe care a trebuit sa il indeplineasca proba pe care dorim sa o analizdm este sa aiba 100% continut
ulei de somon. Fiind ulei de somon pur, contine acizii grasi omega-3 esentiali In proportie de 15%
la cantitatea de 300 mL, din care EPA —3.5% , DHA — 5.5% si restul de 6% alti acizi gragi conform

specificatiilor de pe eticheta produsului.

Pentru pregatirea probelor s-a folosit un process de prelucrare standard pentru fiecare dintre
acestea. Pe fiecare lameld pe care am efectuat masuratori, am depus o picatura de ulei de somon
de 10 pL cu ajutorul unei micropipete. Pentru a obtine o suprafata extinsa a acelei picaturi astfel
incat sa avem regiune larga de analiza a probei, am acoperit picitura cu un “cover-glass” cu
diametru de 25 mm si adancime de 0.17 mm. In unele cazuri, pentru a conserva proba pe o durati

de timp mai lunga, de cateva saptamani, am sigilat-o cu lac pentru a preveni evaporarea uleiului.
4.2 Descrierea experimentului

In cadrul lucrarii s-au realizat 2 experimente. Este de mentionat ca in cadrul acestor
experimente scopul nu a fost analiza particulara a acizilor grasi omega-3 esentiali din proba de ulei
de somon, din cauza ca studiile precedente au aratat ca spectrul de excitare/emisie al EPA si DHA
este situat in domeniul spectral UV (intre 180 si 300 nm), iar sistemul CytoViva opereaza intr-un
domeniu spectral in vizibil si infrarosu apropiat (400nm-1000nm). Asadar ne vom rezuma la
experimentele tip analiza in timp a doud probe de ulei de somon tinute in conditii de temperatura
diferite. [16]

Primul experiment a presupus ca lamelele preparate asa cum am descris in subcapitolul
precedent (in cazul acestui experiment trebuie sd fie sigilate cu lac) sa fie tinute fiecare la
temperaturi diferite: una la temperatura camerei —23 °C (RT) si una la frigider - 4°C. Aceste
lamele le-am comparat pe parcursul a 4 saptamani si le-am studiat diferentele atat de structura cat

si spectrale prin scanarea hiperspectrala a sistemului CytoViva.
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Al doilea experiment, asemanator cu primul, a constat In comparatia uleiului de somon
tinut in aceleasi doua conditii de temperatura diferite, insa comparativ cu primul experiment, in
loc de analiza aceleiasi lamele Tn cazul fiecdrei probe, am pregatit cate o lamela noua cu ulei in
fiecare saptamana. Uleiul din care Tn fiecare saptamana am luat mostre pentru a face lamele noi

I-am depozitat in tuburi Eppendorf.

Figura 4.1. A) — Proba de ulei de somon — in partea superioard avem proba solida pentru
pastratd la 4°C pentru experimentul 1 si in cea inferioara avem proba lichida pastratd la

4°C intr-un tub Eppendorf

B) Proba de ulei de somon — In partea superioara avem proba solida pentru pastrata la RT
pentru experimentul 1 si in cea inferioara avem proba lichida pastrata tot la RT intr-un tub

Eppendorf

Pentru fiecare experiment in fiecare saptamana si de pe fiecare lamela s-au achizitionat 3
imagini hiperspectrale cu obiectivul de marire “0x, Plan-Fluo, NA 0.6, setand intensitatea lumioasa
pe proba in functie de nevoia de obtine un raport semnal-zgomot cat mai satisfacator, lucru pe care
il vom aprofunda in subcapitolul urmator. Astfel am obtinut 6 imagini pentru experimentul 1 (3
imagini de pe proba la RT si 3 imagini de pe proba tinuta la 4°C) si 6 imagini experiment 2

(achizitia de imagini se face identic cu experimentul 1) in fiecare saptamana.
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Tabel 4.1. Caracteristici ale experimentului si conditii de pastrare a probelor

T(°C) SET 1 — Lamelele 1 si 2 sigilate SET 2 - Proba lichida din
eppendorf

23 SO S1 S2 S3 S4 SO S1 S2 S3 S4

4 SO S1 S2 S3 S4 SO S1 S2 S3 S4

Tn tabelul 4.1 am trecut desfisurarea masuritorilor pe parcursul celor 4 saptimani.

Comparatia probelor se face atat pe directia longitudinala, cét si pe cea transversala.

Analiza longitudinala se refera la faptul ca vom observa diferentele n timp a probelor tinute

la aceeasi temperaturd, atat in cazul experimentului 1 cat si in cazul experimentului 2.

Analiza transversala se referd la faptul ca se vor studia diferentele intre probele tinute la
temperaturi diferite din fiecare saptamana. Aceastd analizd se realizeaza pentru ambele

experimente.

lar la final se va face o comparatie intre cele 2 experimente pentru a discuta eventualele

rezultatele obtinute in urma diferentei procesului de analiza la care am supus probele.
4.3 Metoda de achizitionare a imaginilor hiperspectrale

Imaginile hiperspectrale sunt create printr-o scanare liniara sau de ,,tip pushbroom”, care
consta 1n deplasarea probei pe campul vizual al microscopului si spectrografului printr-0 miscare
de translatie automata a microscopului. Pentru crearea acestor imagini hiperspectrale este nevoie
de secunde sau minute, in functie de expunerea necesara. Sistemul de imagistica hiperspectrala
bazat pe microscopie este format dintr-o sursd de lumina specializata, un stadiu de translatie
automatizat, un spectrograf cu gratar de transmisie a difractiei si 0 camera. Aceste componente
sunt integrate si lucreaza impreuna cu un software de captare si analizd a imaginilor, care ofera
posibilitatea de a compara spectrele dintr-o imagine din esantion sau de a le compara intre un
numar mare de probe. De asemenea, software-ul poate construi o biblioteca spectrala de elemente
din probe unice. Folosind apoi aceasta biblioteca spectrala, elementele de proba pot fi apoi

localizate in probe ulterioare. [7]
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Din punct de vedere practic, pentru a putea achizitiona imagini hiperspectrale avem nevoie
de softul ENVI4.8. Pentru achizitia imaginii hiperspectrale se urmeaza urmatorii pasi: Se deschide
Softul ENVI 4.8, se selecteaza tab-ul CytoViva HSI Microscope Controls, iar in urma selectiei se

va deschide interfata grafica CytoViva HSI Microscope Controls (Fgura 10) [7]

o CytoViva HSl Microscope Controls — O by
PCO HSI Control
Objective Magnification 60k Settings

Exposure (sec) |0.2500

HS| Filename Choose

Colisers \CytoVivahDesktop\HS1 image

Field of View
@Fd OHaf OQuick () Numberof Lines |696

Freview HSI Close

Figura 4.2. Fereastra de control a microscopului CytoViva [7]

Interfata grafica de control a microscopului hiperspectral CytoViva dispune de cateva setari
care sunt vitale pentru achizitionarea imaginii hiperspectrale corect. In primul rand trebuie sa
selectdm obiectivul corespunzator cu care am achizitionat imaginea in camp Intunecat si cu care
urmeaza sa scandm esantionul, astfel ca cele 2 imagini, cea in caAmp intunecat si cea hiperspectrala
sa poata fi corelate. Optiunile de care dispune softul sunt obiective de 10x, 20x, 40x, 50x, 60x,
100x. Apoi trebuie sa selectam timpul de expunere dorit (in secunde). Timpul de expunere
reprezinta durata de timp pe care noi o alocam camerei hiperspectrale sa colecteze lumina de la
proba pentru a efectua scanarea. Nu in ultimul rand trebuie selectat cAmpul vizual, unde avem 4
variante posibile pentru scanare:

1. Scanare completa (full) — scanarea va produce o imagine cu indltime si latime egale

2. Scanare pe jumatate (half) — scanare a }2 din imaginea totala
3. Scanare rapida (quick) — scanare a unui numar de 21 de linii
4

Scanare a unui numar de linii stabilit de utilizator [7]
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Dupa ce am urmat pasii necesari pentru a putea Incepe scanarea, vom selecta fereastra de
previzualizare care are rolul: de a confirma pozitionarea obiectelor Tn campul de scanare, de a ajuta

la ajustarea focusului si de a confimra ca expunerea camerei este adecvata. [7]

I (.} i @ Cytoviva HSI Microscopy Preview - (] X

Capture

Figura 4.3. Fereastra de previzualizare CytoViva unde peak-urile ne indica faptul ca
A) imaginea nu este focalizata

B) imaginea este focalizata

Dupa ce ne-am asigurat ca avem un semnal satisfacator si anume undeva in intervalul 800-
1000 pentru intensitatea maxima cu un zgomot de pana la 200 (oferindu-ne astfel un raport semnal-
zgomot de 4-5 care este bun), putem apasa pe butonul ,,Capture” asa cum apare in figura 11 pentru
a incepe scanarea. Va aparea o fereastra care arata cum cubul de date este construit in timp real si
de asemenea asociat lui va aparea si un grafic al intensitatii spectrale. Masa se pozitioneaza la
inceputul zonei de scanare si apoi liniile individuale ale imaginii HSI sunt dobandite, pana cand
masa se muta la capatul zonei de scanare. Dupa ce scanarea este finalizata, imaginea se deschide
automat in software-ul ENV1 4.8 ca o recreere intr-un format RGB bazata pe intensitatea spectrala
masuratd la fiecare pixel care se suprapune cu zona de interes din proba (Figura 4.4.). Sunt
inregistrate toate spectrele punctelor din imagine, care pot fi exportate pentru o analizd ulterioara

sau salvate sub forma de fisiere. [7]
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Figura 4.4. Fereastra ce ilustreaza creearea in timp real a cubului de date tridimensional

Figura 4.5. Imaginea hiperspectrala finala obtinuta impreuna cu un zoom pe o particula de ulei

de somon (sageatd) si spectrul asociat particulei respective (partea dreapta sus)
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4.4 Procesarea datelor

Urmatoarea etapa in indeplinirea obiectivului acestui studiu a reprezentat-o procesarea
datelor pe care le-am obtinut dupi achizitia imaginilor hiperspectrale. In aceasti etapi a
masuratorilor am utilizat una din optiunile softului ENVI 4.8 si anume ,,Region Of Interest” (,,ROI
Tool”). Aceasta unealtd ne permite sa selectam o serie de pixeli din diferite regiuni ale imaginii
hiperspectrale si si masurim spectrul mediu al pixelilor selectati de pe probi. In cadrul
experimentelor noastre, am folosit ROI Tool pentru a marca pe fiecare imagine hiperspectrala cate
5 regiuni aleatorii unde aveam proba. Marcarea se face fie prin formele de care dispune softul (in
general poligoane diverse) dar se poate face si prin desenarea libera a regiunii pe care dorim sa o
studiem, cu ajutorul cursorului. Tn momentul Tn care incepem sa folosim ROI Tool, o fereastra se
va deschide unde ne sunt afisate toate regiunile selectate. In aceasta fereastra, fiecarei regiuni fi
corespunde un numar ( Region 1, Region 2 etc.) , o culoare prin care sa o distingem de restul ROI
(red, green, blue, yellow, cyan etc...) pe imaginea hiperspectrala si de asemenea, poate cea mai

importantd informatie, numarul de pixeli selectati cu ajutorul carora s-a facut medierea spectrelor.

Figura 4.6. Fereastra de zoom din softul ENVI 4.8 cu regiunile de interes marcate prin cecuri de

diferite culori (rosu, verde, respectiv albastru) [7]

Fiecare ROI are inregistrat un anumit spectru pe care il genereaza din pixelii selectati care
dispun de informatia in format RGB a cubului de date tridimensional codificati de pozitia lor. In

urma selectiei celor 5 ROI pe imaginea hiperspectrala, din optiunile ferestrei ROl Tool am unit
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regiunile ( cu functia “Merge Regions™) sub o singura regiune finala pentru care am studiat spectrul
mediu. Acest spectru mediu l-am obtinut prin selectarea din fereastra ROl Tool a optiunii “Stat”
care 1l calculeaza automat pentru cele 5 regiuni. Acest spectru |-am extras intr-o fereastra de plotare
noud, dupa care sa I-am salvat sub formatul ASCII ca si document text pentru inca o prelucrare a

datelor ulterioara.

Asadar, la finalul acestei prime parti pe care am operat-0 din softul ENVI am obtinut pentru
fiecare imagine un spectru mediu. Pentru fiecare experiment am achizitionat cate 3 imagini pentru
fiecare proba tinuta in cele 2 conditii de temperatura diferite la 4 saptamani. Astfel, pentru fiecare
proba avem pe saptamana cate 3 ROI care la randul lor au trebuit a fi mediati intr-un spectru final
care l-am utilizat la compararea rezultatelor. In fiecare fisier text obtinut avem 2 coloane cu date
numerice: prima coloana este axa Ox ce contine fiecare punct din domeniul spectral pe care poate
lucra sistemul (400 — 1000 nm) si axa Oy contine intensitatile pixelilor. Tn continuare am transpus
aceste date intr-un program de plotare de grafice pentru a obtine un spectru mediu al celor 3 poze
de pe fiecare proba. Programul de plotare utilizat pentru seturile de date a fost Microsoft Excel
2016. Caracteristicile principale pentru care am utilizat acest program sunt: interfata grafica usor
de utilizat si intuit care a redus timpul de calcul si plotare a datelor, varietatea de care dispune in
materie de tipuri de grafice si functia particulara care detecteaza automat care este cel mai optim
grafic de utilizat pentru seturile de date care urmeaza a fi plotate. La final am obtinut pentru fiecare
experiment 5 spectre pentru proba tinutd la RT si 5 spectre pentru proba tinutd la 4°C, fiecare

spectru corespunde medierii tuturor datelor recoltate de la fiecare sesiune de masuréatori.

In pasul urmitor s-a utilizat din softul ENVI 4.8 functia ”Peak Location Classifier” pentru
determinarea pixelilor localizati la o anumita lungime de unda. Pentru numadrarea pixelilor si
stabilirea unui procentaj al pixelilor localizati la lungimile de unda indicate s-a utilizat softul
ImageJ v.1.53k. Imaginea ce contine pixelii localizati a fost convertita in format binar, adica din
totalul de pixeli de pe imagine, pixelii localizati au fost marcati in culoarea neagrd, iar restul
pixelilor in culoare alba. Dupa aceasta conversie, s-a folosit 0 histograma pentru citirea numarului
de pixeli localizati si @ numarului de pixeli total din imagine. Procentajele s-au calculat prin

impartirea numarului de pixeli localizati la numarul de pixeli total.
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4.5 Analizarea uleiului de somon cu ajutorul spectrofotometriei

Tn cadrul masuratorilor, ca si 0 anexa la celelalte 2 experimente efectuate, s-a realizat un al
treilea experiment suplimentar asupra uleiului de somon si anume S-a masurat spectrul caracteristic

al celor 2 probe lichide tinute in conditii de temperatura diferite, cu ajutorul unui spectrofotometru.

Am folosit un LED pe care I-am montat pe spectrofotometru, urméand ca mai apoi sa punem
spectrofotometrul in pozitia in care masurdm proba cu lumind in transmisie si sa il conectam la

compartimentul unde plasdm proba.

Din tuburile Eppendorf cu cele 2 probe lichide tinute la RT, respectiv la 4°C am extras cu
ajutorul unei micropipete de 100 — 1000 pL o cantitate de 300 pL din fiecare pe care am transferat-
0 in cuve. Pentru a masura spectrul caracteristic al uleiului de somon pentru fiecare proba, am
plasat cuvele cu ulei in compartimentul care izoleaza proba de restul radiatiei venite din exterior.
Acest compartiment este conectat la un computer printr-o fibra optica, iar cu ajutorul softului
SpectraWiz am putut masura spectrul uleiului, pe care 1-am salvat ulterior in format ASCII pentru

0 vizualizare ulterioara. S-a masurat si Salvat pe rand proba de la RT, respectiv proba la 4°C.

Pentru partea de analiza de date a acestui experiment s-a folosit ca si program de plotare a

datelor, OriginLab 2022, unde am incéarcat graficele si normalizat pentru a le putea compara.
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5. Rezultate

Capitolul 5 reprezinta centrul de interes al acestei lucrari intrucat cuprinde atat rezultatele
obtinute in urma efectuarii experimentelor cat si diferentele ce le-am putut observa si de pe urma
carora am putut trage anumite concluzii referitoare la efectele pe care le-au avut timpul si conditiile

de pastrare asupra uleiul de somon.
5.1 Experimentul A

Tncepem prin a expune rezultatele experimentului 1 prin exemplificarea acestora printr-o
imagine in transmisie a uleiului de somon din SO la RT. Imaginea a fost achizitionata cu obiectivul
de marire 10x, iar intensitatea sursei de lumina a fost setatd la jumatate din puterea maxima. Nu

este necesara atasarea unei imagini de la 4°C deoarece in SO nu exista diferente intre probe.

Figura 5.1. Proba solida de ulei de somon 1n SO la RT — mérire obiectiv 10x — intensitate

luminoasa 50%

Tn urma analizei cu ajutorul softului ENVI 4.8 folosind ROl Tool am obtinut spectrele

medii de pe fiecare imagine hiperspectrala. Pentru fiecare imagine am importat in Microsoft Excel
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2016 datele fiecarui spectru pentru a le media intr-un spectru final pentru fiecare saptamana de

masuratori, pentru fiecare dintre cele 2 probe — la RT, respectiv 4°C.

Tn figura 14 am inclus un exemplu al analizei ROI care s-a ficut pentru fiecare imagine
hiperspectrala la RT, respectiv 4°C. Pe baza datelor obtinute si salvate in format ASCII s-au putut

calcula spectrele medii prin medierea intensitatii pixelilor.

Figura 5.2. Exemplu al unei imagini hiperspectrale de ulei de somon pe care s-a efectuat analiza
ROI
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Figura 5.3. Exemplu al unei reprezentari grafice ale spectrelor obtinute de pe fiecare particula

folosind analiza ROI

Astfel pentru proba la RT pentru SO am obtinut ca spectru mediu (Figura 14A). Respectiv,

pentru proba la 4°C in SO am obtinut urmatorul spectru (Figura 14B):
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Figura 5.4. Spectrele medii pentru proba de ulei de somon din SO tinuta la

A) RT, B) 4°C
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Aceste 2 spectre le vom folosi ca referinte pentru experimentul A in observarea diferentelor

atat temporale cat si de temperatura.

Tn continuare vom prezenta spectrele obtinute din fiecare sdptimana pentru proba tinuti la
RT pentru a le compara cu spectrul din SO, facand astfel analiza longitudinala (SO comparat cu
restul saptamanilor) si transversala (diferentele dintre proba la RT si cea la 4°C din fiecare

saptamana) mentionate in capitolul 4:
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Figura 5.5. Spectrele medii pentru proba de ulei de somon tinuta la RT

A) S1, B) S2, C) S3, D) S4
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Analog, se face aceeasi analiza longitudinala si pentru proba tinuta la 4°C:
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Figura 5.6. Spectrele medii pentru proba de ulei de somon tinuta la 4°C
A) S1,B) S2,C) S3,D) S4

Tn continuare introducem cateva exemple de imagini in transmisie pentru analiza
transversald si longitudinala a evolutiei probei. Imaginile au fost achizitionate cu obiectivul de

marire 40x Plan-Fluo, NA 0.6, intensitatea luminoasa a sursei fiind setata la 67% din maxim.
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Figura 5.7. Imaginile optice de camp intunecat pentru proba tinuta la RT:

A) S1, B) S2, C) S3, D) S4
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Figura 5.8. Imaginile optice de cdmp intunecat pentru proba tinuta la 4°C:
A) S1,B) S2,C) S3,D) sS4

Observam ca intre proba tinuta la RT nu exista diferente signifiante. Pentru proba la 4°C
existd diferente atat temporale cat si de temperaturd cu cea tinutd la RT. Se observa o cristalizare
a particulelor de ulei de somon pentru proba tinuta la 4°C fatd de cea la RT care pastreaza forma
sferica a particulelor. Pe masura ce Tnaintdm in timp proba crsitalizeaza tot mai tare, deformand

considerabil aspectul original al particulelor de ulei de somon.
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5.2 Experimentul B

5.2.1 Utilizarea spectrofotometrului Tn studierea spectrului pentru
experimentul B
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Figura 5.9. Spectrele probei experimentului B de ulei de somon normalizate pentru comparatie

(negru spectrul la 4°C cu peakurile semnificative, rosu spectrul la RT cu peakurile semnificative)

Din cele doua spectre normalizate se observa ca proba la RT are o absorbantd mai mica
decét cea la 4°C, iar peak-urile de la 568 nm, respectiv 591 sunt mult mai pronuntate pentru proba

la 4°C decat pentru cea la RT unde sunt mult mai aplatizate.

41



Gurghian Vlad Alexandru Analiza proprietatilor uleiului de somon si
monitorizarea schimbarilor temporale cu

ajutorul imagisticii hiperspectrale

Tabelul 5.1. Calculul “shiftarii” peakurilor probei tinuta la RT comparative cu cea tinuta la 4°C

Peak 1 Peak 2 Peak 3

RT 473 nm 566 nm 588 nm

4°C 473 nm 568 nm 591 nm
Shiftare peakuri 0 nm 2nm 3nm

Prezentarea rezultatelor experimentului B se face intocmai ca si pentru experimentul 1.
VVom incepe prin a da un exemplu de imagine a probei din SO, precum si spectrul de referinta
calculat care il vom folosi pentru compararea rezultatelor din celelalte saptamani. Mai apoi vom
incepe analiza longitudinala cat si transversala atat din punct de vedere imagistic cat si spectral

pentru fiecare sdptdmana in parte.

Dupa cum am mentionat si in capitolul 4, pentru acest experiment am depus Cate o cantiate
de ulei de somon in doua tuburi Eppendorf, unul pe care 1-am depozitat la RT si unul pe care 1-am
depozitat la 4°C. Din fiecare tub, in fiecare saptamana am depus pe lamela o cantitate de 10 puL pe

care am efectuat masuratori.

Figura 5.10. Proba lichida la RT din SO, marire obiectiv 40x, intensitate luminoasi 66%
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Figura 5.12. Spectrele medii pentru proba de ulei de somon tinuta la RT:

A) S1, B, S3)
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Figura 5.13. Spectrele medii pentru proba de ulei de somon tinuta la 4°C

A) S1, B) S2, C) S3, D) S4
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Pe parte imagistica, la fel ca si pentru experimentul A, introducem cateva exemple de

imagini in transmisie pentru a observa evolutia longitudinala a probei.

Figura 5.14. Imaginile optice de camp intunecat pentru proba tinuta la RT:

A). S1, B). S3, C) S4
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Figura 5.15. Imaginile optice de cdmp intunecat pentru proba tinuta la 4°C:

A) S1, B) S2, C) S3, D) S4
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Tabel 5.2. Calculul deviatiei standard fata de media numarului de pixeli din fiecare saptamana

Numar de pixeli din fiecare ROI

SO S1 S2 S3 S4
RT1 237 583 468 182 370
RT2 252 816 238 175 226
Proba RT3 218 752 304 277 225
experiment | Medie + SD 235+13.91 717 +98.29 336 + 96.69 211 + 46.52 273 +68.12
A 4C1 124 471 300 303 523
4C2 265 369 408 266 325
4C3 153 461 350 319 400
Medie £ SD 180 + 60.79 433 +4591 352 £44.13 296 +22.19 416 + 81.62
RT1 521 - 432 344 421
RT2 183 - 627 232 219
Proba RT3 185 - - 160 360
experiment | Medie + SD 296 + 158.86 - 529+97.5 245 +75.71 333 +84.59
B 4C1 521 260 359 336 336
4C2 183 292 355 292 538
4C3 185 304 337 353 419
Medie + SD 296 + 158.86 285 + 18.57 350 + 9.56 327 +25.7 431 +82.9

Rezultatele obtinute In urma analizei numarului de pixeli folosind functia ROI ne indica

faptul ca deviatia standard raportata la numarul de pixeli pentru experimentul A este mai mica

decat pentru experimentul B, astfel cu ajutorul acestei analize putem efectua un control de calitate

al diferitelor probe.
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5.4 Procesarea de date folosind functia “Peak Location Classifier”

Functia “Peak Location Classifier” a softului ENVI 4.8 ne ajuta sa gasim toti pixelii dintr-
o imagine care au o lungime de unda de varf specificata. De aceea o folosim pentru a cauta in
imagini obiecte sau regiuni care au peak in spectru care se potriveste cu caracteristicile spectrale

ale probei de analizat, in cazul nostru, uleiul de somon.[7]

In urma masuritorilor la spectrofotometru pe proba din siptimana 4 am observat ci avem
3 peakuri caracteristice pentru uleiul de somon: la 473 nm, 566 nm si 588 nm pentru proba la RT,
respectiv 473 nm, 568 nm si 591 nm la 4°C. Initial s-a facut o clasificare a pixelilor pentru proba
de ulei de somon din saptamana 4 pe fiecare imagine hiperspectrala, la fiecare lungime de unda la
temperaturile specificate cu o tolerantd de £ 10 nm. Rezultatele pentru peakurile la 566 nm, 588
nm respectiv 568 nm, 591 nm au fost satisfacdtoare deoarece prezentau cum se grupeaza pixelii la
lungimile de unda respective, aratand o diferentiere. Totusi, pentru lungimea de unda de 473 nm
rezultatele obtinute au fost nesatisfacatoare deoarece prezintd foarte mult zgomot, asa cum se

exemplifica in figura 28.

Figura 5.16. Exemplu al clasificarii pixelilor la 473 nm

A) Proba la RT, B) Proba la 4°C

Asadar, ca masura de a evita zgomotul in analiza, am efectuat clasificarea pixelilor la o

lungime de unda de 580 nm cu tolerantd de + 20 nm.
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Figura 5.17. (A) Imaginea hiperspectrala RT1 a probei impreuna cu (B) Localizarea pixelilor

care prezintd peak maxim intre 560-600 nm

Figura 5.18. (A) Imaginea hiperspectrala RT2 a probei impreuna cu (B) Localizarea pixelilor

care prezintd peak maxim intre 560-600 nm

Figura 5.19. (A) Imaginea hiperspectrala RT3 a probei impreuna cu (B) Localizarea pixelilor

care prezintd peak maxim intre 560-600 nm
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Figura 5.20. (A) Imaginea hiperspectrala 4C1 a probei la 4°C impreuna cu (B) Localizarea

pixelilor care prezinta peak maxim intre 560-600 nm

Figura 5.21. (A) Imaginea hiperspectrala 4C2 a probei la 4°C impreuna cu (B) Localizarea

pixelilor care prezinta peak maxim ntre 560-600 nm

Figura 5.22. (A) Imaginea hiperspectrala 4C3 a probei la 4°C impreuna cu (B) Localizarea

pixelilor care prezinta peak maxim intre 560-600 nm
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Tabel 5.3. Procentajele pixelilor localizati la 580 nm cu toleranta de + 20 nm

Proba S4 experiment B Domeniu de localizare pixeli 560-600 nm

RT1 8.7 * 10 %
RT2 8.8* 10" %
RT3 8.9 * 10 %

Medie +/- SD (8.8 £0.08) * 10 %
4C1 4.7* 10" %
4C2 18 * 10* %
4C3 25* 10 %

Medie +/- SD (15.9+8.4)*10* %

Rezultatele preocentuale au fost obtinute cu ajutorul softului ImageJ dupa cum s-a descries
n capitolul 4. S-au folosit functia ”Histogram” pentru determinarea numarului total de pixeli si a
numarului de pixeli determinati cu functia ”Peak Location Classifier” de pe fiecare imagine. S-a
impartit numarul de pixeli localizati la numarul total de pixeli de pe imagine si s-a obtinut

procentajul pixelilor caracterizati de domeniul specrtral 560-600 nm.

A fost suficient sa analizdm proba din S4 deoarece acesta este punctul de timp maxim unde
se observa cel mai bine deferentele temporale si de temperatura intre probe, astfel rezultatele din

S4 sunt cele mai concludente pentru aceasta etapd a masuratorilor.

Din rezultatele obtinute observate in tabelul 4 observdm cd numarul de pixeli pentru proba
la 4°C este aproximativ de doud ori mai mare decat pentru proba la RT in domeniul spectral 560-
600 nm. Acest lucru se coreleaza cu datele obtinute in urma masuratorilor la spectrofotometru
unde se observa ca absorbanta probei la 4°C este mai mare decét cea a probei la RT. Asadar o
absorbantda mai mare inseamna un numar mai mare de pixeli activati pentru domeniul 560-600 nm,
unde peakurile reprezentative pentru RT sunt 566 nm si 588 nm, iar pentru 4°C sunt 568 nm, 591

nm.
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Concluzii

In urma efectuirii acestui studiu s-a dorit evaluarea gradului de alterare a uleiului de somon
in timp, la diferite conditii de temperatura, iar in acest sens s-au efectuat o serie de experimente

pentru a obtine rezultate in urma evolutiei temporale a uleiului.

Imagistica hiperspectrald de camp intunecat ne-a permis analiza Tn detaliu a
caracteristicilor spectrale ale uleiului de somon de la saptamana la saptamana fara sa fim nevoiti
sa utilizam tehnici de prepare suplimentare pentru a manipula proba Tn obtinerea rezultatelor
dorite. Metoda microscopica in sine este specializatd pe captarea informatiilor spatiale si spectrale
din domeniul vizibil si infrarosu apropiat (400-1000 nm) pentru fiecare pixel al imaginii
achizitionate, toate aceste informatii rezultate in urma scanarii hiperspectrale fiind Tnregistrate sub

forma unui cub de date tridimensional.

Analiza s-a efectuat pe o proba 100% ulei de somon conform informatiilor de pe eticheta
produsului, asadar caracteristicile spectrale ale acestuia au fost surprinse in cadrul acestui studiu
si vor putea fi folosite ca si referintd pentru identificare acestui compus in medii mult mai
complexe, organice sau anorganice. Am gasit 3 peakuri de absorbtie caracteristice pentru uleiul de
somon, la 473 nm, 566 nm si 588 nm pentru RT, respectiv 473 nm, 568 nm si 591 nm la 4°C. S-a
calculat procentajul pixelilor care s-au identificat in urma clasificarii spectrale in domeniul 560-
600 nm unde s-a observat diferentierea optima a pixelilor cu un grad redus de zgomot. De
asemenea s-a observat faptul ca existd schimbari in absorbanta probei la 4°C, aceasta fiind mai
crescuta decat pentru proba la RT, lucru care se vede si in analiza ”Peak Location Classifier”, unde
am obtinut un numar aproximativ de doua ori mai mare pentru proba la 4°C decat pentru proba la
RT. Din punct de vedere optic, analiza temporald ne-a prezentat urmatorul lucru: in timp ce proba

la RT nu prezinta schimbari semnificative, proba la 4°C cristalizeaza.

Asadar, in cadrul lucrarii s-au pus in evidenta notiunile care stau la baza imagisticii
hiperspectrale de cAmp intunecat precum si performanta acestei tehnici de analiza spectrala care s-
a observat prin timpul de achizitie scurt al imaginilor optice, precum si prin partea de software

integrat pentru analiza de date de care dispune sistemul CytoViva. De asemenea, s-au putut
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nregistra diferente de calitate intre probe in functie de temperatura si de evolutia temporala care

au fost evidentiate cu ajutorul softwareului de procesare al imaginii.

Uleiul de somon este un produs ce aduce multe contributii benefice pentru starea de
sanatate a organismului, iar caracterizarea lui cu ajutorul imagisticii hiperspectrale ne ofera un
raspuns pe o cale inovativa despre modul in care diferentele de temperatura si evolutia temporala
au un impact asupra proprietatilor sale, aspecte subliniate prin rezultatele originale obtinute ce

constituie amprenta personald din toata multitudinea de studii efectuate pe acest produs.

La realizarea acestei lucrari se atribuie multumiri Mariei Lugojanu, Stefaniei lancu si Conf.
Dr. Dana Maniu pentru ajutorul oferit in obtinerea rezultatelor pe parcursul derularii

experimentelor.
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